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Resumen

En el mundo han aumentado las muertes por sumersion llegando a ser la segunda causa
de muerte no intencional. Su diagnostico en patologia forense es un reto en la préctica
diaria ya que la ausencia de prueba diagndstica especifica y absolutamente fiable provoca
la necesidad de realizacion de examenes complementarios a la autopsia medico-legal,
tales como investigaciones histopatoldgicas, biologicas y bioquimicas para identificar la
causa de la muerte, por las implicaciones judiciales que se presentan. Los avances en la
investigacion del analisis de elementos trazan en fluidos bioldgicos y en medio de
sumersion y el estudio de proteinas con expresion diferencial en muertes por sumersion

contribuirian al diagnéstico postmortem de sumersion.

Los objetivos fueron analizar concentraciones de elementos traza en sangre y en humor
vitreo en casos de sumersion y otras causas de muerte, asi como investigar por primera
vez el perfil protedmico de casos de sumersion para mejorar el conocimiento de su
fisiopatologia y su posible aplicacion en el diagnostico y tratamiento en casos de

supervivencia.

Material y métodos: La muestra estuvo formada por 137 cadaveres (n=111 casos de
sumersion y n=26 casos de otras causas de muerte) cuyas autopsias se realizaron en el
Instituto de Medicina Legal y Ciencias forenses de Espafia. La edad media de los sujetos
fue 48,58 afios y el intervalo postmortem medio 27,87 horas. De cada caso se obtuvieron
muestras de sangre de ambos ventriculos y periférica y humor vitreo. En los casos de
sumersion se recogid agua del lugar de los hechos. En cada muestra se analizaron litio,
potasio, magnesio, bromo, boro, calcio y estroncio mediante las técnicas ICP-MS.

Para el analisis protedbmico, mediante la aplicacion de tecnologias basadas en la
Espectrometria de Masas, identificamos proteinas de expresion que pudieran actuar como
potenciales biomarcadores en el diagnostico postmortem de sumersion. Realizamos un

experimento proteémico piloto con inclusion de dos ahogados y dos casos forenses de

control, validado en 25 casos, con determinacion de apolipoproteina A y a-1 antitripsina.
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Resultados: El analisis de diferencias de concentraciones de elementos en sangre reveld
mayores concentraciones en muertes por sumersion que en otras causas de muerte salvo
en el caso de potasio, junto a concentraciones mas elevadas a nivel de ventriculo
izquierdo. Las concentraciones de todos los elementos en humor vitreo fueron
significativamente superiores en sumersion, salvo para el calcio. En los casos de
sumersion hallamos correlaciones estadisticamente significativas entre concentraciones
de elementos en sangre, humor vitreo y agua para el litio, calcio y estroncio. No
encontramos correlaciones significativas entre el intervalo postmortem y elementos traza

en sangre ni humor vitreo en muertes por sumersion.

En el analisis de las curvas ROC en sangre la mayor capacidad discriminante se halld
para las concentraciones de estroncio, litio y magnesio, mientras que en humor vitreo se
hall6 para las concentraciones de estroncio, litio, boro, bromo y magnesio. El analisis
multivariante revel6 concentraciones de estroncio y bromo en ventriculo izquierdo y boro
en sangre periférica como factores predictivos en la muerte por sumersion, mientras que
en humor vitreo el bromo se revel6 como primer factor asociado a la muerte por

sumersion.

Tanto apolipoproteina A1 como a-1 antitripsina son factores predictivos independientes

de muertes por sumersion.

Evidenciamos correlaciones significativas entre concentraciones de elementos en sangre
y humor vitreo. El estudio piloto proteémico revela que tanto apolipoproteina A1 como

a-1 antitripsina son factores predictivos independientes de muertes por sumersion.

Conclusiones: La determinacién conjunta de elementos traza en sangre y humor vitreo
junto a la determinacion protedmica de apolipoproteina A1 y a-1 antitripsina contribuiria

como pruebas complementarias al diagndstico de muertes por sumersion en agua salada.

Palabras clave: sumersion; elementos traza en sangre; elementos traza en humor vitreo;

protedmica; apolipoproteina Al; a-1 antitripsina.
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Summary

Drowning deaths have increased worldwide to become the second cause of unintentional
death. Therefore, its diagnosis in forensic pathology is a challenge for our daily practice
since the absence of specific and absolutely reliable diagnostic test causes requires
complementary examinations to the medical-legal autopsy, such as histopathological,
biological and biochemical investigations to identify the cause of death, due to the judicial
implications present. Consequently, advances in the research of trace element analysis in
biological fluids and in immersion means as well as the study of proteins with differential
expression in drowning deaths would contribute to the postmortem diagnosis of

drowning.

Our objectives were analyzing concentrations of trace elements in blood and in vitreous
humor in drowning cases among other causes of death, as well as investigating for the
first time the proteomic profile of drowning cases so as to enhance our knowledge of their
physiopathology and their possible application in the diagnosis and treatment in survival

cases.

Material and methods: The sample consisted of 137 bodies (n=111 drowning cases and
n=26 cases of other causes of death) whose autopsies were performed at the Institute of
Legal Medicine and Forensic Sciences of Spain. The average age of the subjects was
48.58 years and the average post-mortem interval was 27.87 hours. In all case, blood
samples were obtained from both ventricles and peripheral and vitreous humor. More
specifically, regarding drowning cases, water was collected from the scene. We analyzed
lithium, potassium, magnesium, bromine, boron, calcium and strontium in each sample

by means of ICP-MS techniques.

Concerning proteomic analysis, we identified expresion proteins that coul act as potential
biomarkers in the post-mortem diagnosis of drowning through the application of Mass
Spectrometry based technologies. Additionally we carried out a pilot proteomic
experiment including two drownings and two forensic control cases, validated in 25 cases,

with apolipoprotein A and a-1 antitrypsin determination.
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Results: The analysis of differences in blood element concentrations in drowning
deathsrevealed a higher concentration in all elements but potassium along with higher
concentrations at the left ventricle level. With regards to vitreous humor, high
concentrations were also found in all elements in drowning cases except for calcium.
Furthermore, correlation between blood, vitreous and water was evidenced for lithium,

calcium and streontium.

No relationship between postmortem interval and trace elements in blood or vitreous

humor was found in drowning deaths.

The ROC curves showed the higher discrimination capacity for strontium, lithium and
magnesium concentrations in blood; otherwise, in vitreous humor it was found for
strontium, lithium, boron, bromine and magnesium concentrations. The multivariate
analysis revealed strontium and bromine concentrations in the left ventricle and boron in
peripheral blood as predictive factors in drowning death. On the other hand, in vitreous

humor bromine was revealed as the first factor associated to drowning death.

Both apolipoprotein A1 and a-1 antitrypsin are independent predictors of drowning death.

The, we showed significant correlations between concentrations of elements in blood and
vitreous humor. The proteomic pilot study reveals that both apolipoprotein Al and a-1

antitrypsin are independent predictors of drowning deaths.

Conclusions: The joint determination of trace elements in blood and vitreous humor
together with the proteomic determination of apolipoprotein A1 and a-1 antitrypsin would

contribute as complementary tests to the diagnosis of seawater drowning deaths.

Key words: drowning; trace elements in blood: trace elements in vitreous humor;

proteomic; apolipoprotein Al; a-1 antitrypsin.
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1. INTRODUCCION.
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1.1.  ASFIXIAS MECANICAS.

1.1.1. Concepto.

El termino asfixia ha sido utilizado a lo largo de la historia para los casos de
insuficiencia respiratoria a consecuencia de un déficit de oxigeno, bien sea en el ambiente
0 a consecuencia de disminucidn en el aire respirado. Desde Galeno, cuando se acufi6 el
término, se conocen las asfixias, aunque eran catalogadas como las muertes ocurridas por

paro cardiaco.

Asfixia procede el griego asphyxia (doo@uéio, a-negativo, sphyxia-pulso),
definiéndose como falta de pulso en las muertes subitas (1). Asi, todas las muertes se
producen por asfixia debido a que la sangre se para, Yy, por lo tanto, no se oxigenan los
distintos érganos del organismo provocando su déficit y la detencion de la respiracion
celular. Aunque el resultado final sea este, la causa que produce el cese en la respiracion
celular es la que determina la causa fundamental en la muerte de una persona (2).
Actualmente se utiliza anoxia (como ausencia de total de oxigeno) o anoxemia (como
disminucion de la cantidad de oxigeno) para designar la ausencia de oxigeno en el

intercambio gaseoso.

En términos médico legales la asfixia se define como la falta de oxigeno en la sangre
o el fracaso de las células para utilizar oxigeno, y un fallo del cuerpo para eliminar el
dioxido de carbono de tal manera que lo que ocurre como mecanismo ultimo en el
fallecimiento es el déficit total de oxigeno o anoxia (2). La falta de oxigeno puede ocurrir

por mecanismos distintos, dependiendo del nivel en el que se ocurra (3):

« Andxica: disminucién de concentracion de oxigeno en la sangre (déficit en aire
respirado, obstruccion al flujo de aire o de enfermedad pulmonar).

» Isquémica o circulatoria: déficit en una dificultad para que la sangre llegue a los
distintos érganos y tejidos (a consecuencia de fallo cardiaco o shock).

« Anémica: incapacidad de la sangre para trasportar el oxigeno (en anemias,

intoxicaciones por monoxido de carbono o butano).
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» Histotoxica: ocurre a nivel celular; aunque llegue el oxigeno del medio exterior,
se trasporte y llegue al érgano o tejido, las células no son capaces de usarlo por

alteracion a nivel de la respiracion celular (intoxicacion por acido cianhidrico).

De los cuatro tipos de asfixias que se pueden producir son las andxicas las méas
frecuentes en el &mbito de la medicina legal. Se retnen dentro de las asfixias mecénicas,
aunque no todas ocurren por un mecanismo anoxico sino como resultado de una isquemia

encefalica (3).

1.1.2. Fisiopatologia de las asfixias.

Para definir la asfixia hay que tener en cuenta la disminucion de oxigeno y el
aumento de didxido de carbono que son los causantes de la anoxia (a-sin y oxia-oxigeno).
Las circunstancias que dan lugar a dificultades para la entrada de aire, y
consecuentemente oxigeno, en el cuerpo humano, como queda reflejado en la imagen 1,

se puede originar por la existencia de (4):

« Obstruccion mecéanica a nivel de via aérea superior (boca y los orificios
nasales cubiertos con una almohada), en la laringe o traquea (por comida,
vomito, cuerpo extrafio).

« Oclusién extrinseca del cuello (estrangulacion a mano, a lazo o por ropa,
0 bien ahorcadura).

« Déficit de oxigeno respirable (sumersion e inhalacion de gases).

« Desplazamiento del oxigeno por farmacos (morfina).

« Compresion toracica (tanto por mecanismo accidental, suicida u

homicida).
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Obstruccion via aérea
superior

Obstruccion laringe-
traguea

Oclusion extrinseca de
cuello

Imagen 1. Seccidn transversal vias respiratorias. Obstrucciones al
paso del aire. Imagen tomada de Sobotta (5).

Cuando disminuye el oxigeno en la circulacién sanguinea el metabolismo celular
pasa a ser anaerobico causando la produccion de 4cido lactico y dando lugar a acidosis
metabolica, aumento de didxido de carbono y dificultad en la eliminacién de éste desde
las células que va a determinar la produccién una acidosis respiratoria. Todo esto conlleva

una disminucion del pH.

A su vez, el acimulo de productos derivados en el metabolismo celular alterado da
lugar a hipoxia-anoxia, terminando en la muerte celular y dafio neuronal como

manifestacion de encefalopatia hipdxico-isquémica.

1.1.3. Clasificacion.

La clasificacion de las asfixias a nivel médico legal se puede considerar

dependiendo de (imagen 2):

* Naturaleza del medio mecéanico que las origina (3):

% Asfixias por accion mecéanica externa:
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- Sobre el cuello:
1. Ahorcadura.
2. Estrangulacion a mano o a lazo.
-Sobre orificios respiratorios: oclusion de los mismos.

-Sobre térax.

+«+ Asfixias por penetracion de sustancias extrafas en vias respiratorias:
-Sdlidos: enterramiento o aspiracion de cuerpos extrafios.
-Liquidos: sumersion.

-Gases: aire enrarecido, confinamiento y gases inertes.

» Contexto médico forense (6):
+ Sofocacion: por oclusion de orificios respiratorios, oclusion intrinseca de vias
respiratorias o carencia de aire respirado.
¢+ Estrangulacion: por cierre de vasos sanguineos y/o vias respiratorias en el
cuello por su compresion externa. Puede practicarse la presion con manos,
antebrazos, banda de constriccion en la que no actie el peso corporal del
propio sujeto que la sufre 0 mediante la constriccion en la que actuie el peso
corporal (ahorcadura).
¢+ Asfixia mecanica: por restriccion de movimientos respiratorios bien por
compresion externa del pecho o a consecuencia de la posicion del cuerpo.
% Sumersion: a consecuencia de la introduccién de medio liquido en las vias

respiratorias.

« Mecanismo asfictico (7):

s Asfixia, entendida como disminucion de la cantidad de oxigeno que penetra
en vias respiratorias:

-Atmosfera viciada.

-Via aérea externa: sofocacion.

-Via aérea interna:

1. Asfixia por aspiracion.
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0

2. Inflamacion u obstruccion de las vias respiratorias: anafilaxia,

infeccion, quimica, neoplasia, traumatismo, broncoespasmo.

Compresion del cuello:
-Ahorcadura.

-Estrangulacién: a mano o a lazo.

Compresion toracica.
Asfixia posicional.

Asfixia quimica: mondxido de carbono y cianuro.

» Etiologia (8,9):

X/
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Ausencia o reduccion de la presion de oxigeno en la atmdsfera o sustitucion
por un gas inerte.

Oclusion de los orificios externos respiratorios.

Bloqueo del tracto respiratorio.

Restriccion de los movimientos respiratorios del térax.

Enfermedades pulmonares que impiden o reducen el intercambio gaseoso.
Reduccion de la funcion cardiaca provocando incapacidad para mantener el
flujo circulatorio. Disminucidén de la capacidad de trasporte de oxigeno por la
sangre.

Incapacidad de las células para utilizar el oxigeno.
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Impermeable

/ plastic

Irrespirable
almosphere

Smothering
pad

Blocked
pharynx

o gk-:ms Manual
Ligature strangulation
strangulation
Inverted trachea

posture

Pressure
on chest

Imagen 2. Tipos de asfixias mecanicas. Tomado de Knights Forensic Pathology (8,9).

1.1.4. Hallazgos patoldgicos generales en las muertes por asfixia.

Todas las muertes que ocurren por un mecanismo asfictico muestran caracteristicas
generales similares, sin embargo, se evidencian hallazgos especificos dependiendo del
origen fundamental que provoco el cuadro responsable del fallecimiento. El progreso de
la medicina legal y el conocimiento profundo de las reacciones que ocurren en el cadaver,
han hecho que hallazgos que se consideraban como patognomaénicas de un tipo de muerte
hayan sido descartadas y se consideran como un hallazgo mas en el estudio de la causa

de la muerte, siendo inespecificos.

Asi Knight en 1991 (10) sefial6 los siguientes signos clésicos de las asfixias como

“quinteto diagnostico obsoleto™:
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* Hemorragias petequiales.
« Congestion visceral.

+ Cianosis.

» Edema pulmonar.

* Fluidez sanguinea.

Todo ello fue el resultado de que no todos los signos pueden ser observados en el
cadaver debido a que la duracién del proceso y la respuesta individual provocan que
alguno de los signos no se observe en la autopsia. Asi, por ejemplo, en el caso de un
cadaver de un ahogado en el que ha habido un cierre de la glotis no se evidenciaria edema
pulmonar en la realizacion de la autopsia o, en el caso de hallarlo, no seria de entidad
suficiente como para el diagnostico de muerte por sumersion por no haber paso de agua

a vias respiratorias.

Se pueden diferenciar en el fallecido por mecanismo asfictico hallazgos externos y

hallazgos internos.

1.1.4.1. Hallazgos externos.

1. Fendmenos cadavéricos: son aquellos que ocurren en el cuerpo sin vida a partir
del momento en el que cesan los procesos bioguimicos vitales, quedando a la

accion de influencias ambientales (11-13):

« Enfriamiento cadavérico: el cuerpo pierde temperatura corporal. Se ve
influenciado por la causa de la muerte, circunstancias individuales y
ambientales. En el caso de las muertes asficticas suele existir un retardo
en el enfriamiento.

« Livideces cadavéricas (imagen 3): ocurridas por el cese de la circulacion
y de aparicion en los planos declives. En las asfixias son de color rojo
oscuro salvo en la sumersion que son mas rosadas, de mayor intensidad

porque la sangre no coagula con rapidez, méas extensas y de aparicion
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precoz a consecuencia de la liberacion de catecolaminas. Son frecuentes
las livideces paraddjicas (en regiones no declives).

» Rigidez cadavérica: definido por Lacassagne como “estado de dureza,
retraccion y tiesura que sobreviene a los masculos después de la muerte”.
Suele ser intensa, tardia y duradera, siguiendo la Ley de Nysten, salvo si
existen fendmenos convulsivos en el que seria precoz, intensa y duradera.

« Putrefaccion: por la accion de las bacterias, consistiendo en fermentacion

putrida. En casos de asfixia suele ser méas rapida de lo habitual.

Imagen 3. Livideces rosadas y restos de arena en sumersion en
agua salada.

2. Cianosis: procede del griego y significa “azul oscuro”. El color de la sangre
depende de la cantidad absoluta de oxihemoglobina y hemoglobina reducida
presente en los eritrocitos. El color rosado normal de la piel puede cambiar a
purpura o azulado cuando la cantidad de oxigeno es pobre. Suele ser

generalizada y mas intensa en cara y cuello (imagen 4).
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Imagen 4. Cianosis facial.

3. Equimosis externas: extravasaciones puntiformes de sangre en piel (imagen 5),
esclerética o conjuntiva. Fueron descritas por primera vez por Tardieu en el
siglo XIX. Su origen se encuentra en un aumento agudo en la presion venosa
que causa sobredistension y ruptura de paredes de venas periféricas,
especialmente en el tejido laxo, dando lugar al paso de los glébulos rojos a
través el endotelio capilar (14). Algunos autores sugieren que son consecuencia
de hipoxia junto con un mecanismo de aumento de la presion encefalica en el
caso de las petequias conjuntivales (15). Se observan con mayor frecuencia en
la cara (imagen 6) y en los 0jos. Pueden desaparecer conforme avanza el periodo
postmortal. Betz et al (16) demostraron que en la putrefaccién y la inmersién en
agua dulce las petequias podian desaparecer. Pueden observarse en muertes de
origen natural y estar ausentes en muertes asficticas como la sumersion y en
algunos tipos de sofocacion. Ely y Hirsch (17) sugieren que dichas petequias
son causadas por fendmenos vasculares mecanicos, no estando en relacion con

mecanismos de hipoxia o asfixia.

Hay que evaluar la presencia de enfermedades médicas que lo justifiquen
(meningitis) en el caso de petequias en la superficie corporal, posicion en
decubito prono del fallecido en el caso de las petequias conjuntivales o la
realizacion de maniobras de reanimacion cardiopulmonar (18).

INTRODUCCION 35



INVESTIGACION BIOQUIMICA Y APROXIMACION PROTEOMICA DE FLUIDOS BIOLOGICOS EN MUERTES POR SUMERSION

Imagen 5. Petequias en miembros inferiores.

Imagen 6. Petequias en mucosas.

4. Exoftalmia y protusién lingual (imagen 7): no son constantes en todas las
muertes asficticas, siendo méas frecuentes en la ahorcadura. Deben ser
inspeccionadas para evitar confundirlas con periodos evolutivos en la

putrefaccion cadavérica.
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Imagen 7. Protusidn lingual.

5. Hongo de espuma: se localiza en orificios nasales y en la boca (imagen 8 y 9).
Formado por burbujas finas, dificiles de deshacer y que en ocasiones se
encuentran tefiidas de sangre, aungue usualmente son de color blanguecino; son
resultado de la mezcla con la sangre por hemorragia intrapulmonar. Su origen
se encuentra en el edema pulmonar y en un exudado proteico. Caracteristicas
de las muertes asficticas por sumersién, aungque no especificas ya que pueden
aparecer en otras muertes asficticas, en muertes naturales y violentas que
conlleven edema agudo de pulmoén (muertes cardiacas, reaccion adversa a

sustancias psicoactivas como la cocaina, barbituricos, etc).

LY

’ Imagen 8. Hohgo de espuma en cavidad bucal.
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ST -

Imagen 9. Hongo de espuma en orificios nasales.

1.1.4.2. Hallazgos internos.

1) Fluidez de la sangre: en autopsias por asfixias ha sido considerado un signo clasico;
no obstante, la formacién de coagulos tanto en las cavidades cardiacas como en el
sistema venoso y su posterior disolucion por la accion de enzimas fibrinoliticas es
erratico (19), por lo que no debe ser considerado patognomonico de las muertes por
asfixia. Segun Di Maio y Vanezis (1,20) este proceso ocurre siempre que la muerte
sea rapida debido probablemente a aumento de catecolaminas y enzimas
fibrinoliticas. Para Klaubert (21) la fluidez de la sangre en un cadaver depende de la
existencia de activacién de la fibrindlisis antes de la coagulacion y esta relacionado
con la existencia de un pH fisiologico.

2) Comportamiento metabolico: se ha encontrado aumento de los acidos grasos libres,
fosfoglicéridos, fosfolipidos y catecolaminas junto con descenso de triglicéridos

(22,23). En liquido pericardico se ha estudiado la correlacion existente entre los
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3)

4)
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hallazgos histopatoldgicos en los casos de asfixia con los valores de catecolaminas,
adrenalina y noradrenalina (24). Lorente et al. (25) encontraron en estudios
experimentales con animales un aumento de catecolaminas, sin embargo, estan

influenciadas por la autolisis postmortem en la sangre (26).

Aumento de las cavidades derechas del corazon: totalmente inespecifico, ocurre en
todas las muertes con considerable congestion. Sucede como consecuencia de
aumento de la presion venosa intracardiaca (10,27). También podemos encontrar
petequias equimaticas en superficie cardiaca ademas de timo, pericardio, pericraneo,
no siendo especificas de las asfixias, sino que se observan en intoxicaciones,

infecciones, traumatismos, etc.

Pulmones:

a) Congestion e hiperemia: signo clasico de las asfixias, pero tan inespecifico como
ocurre con las petequias hemorragicas. Ocurre a consecuencia de la obstruccion
en el retorno venoso y a la vasodilatacion. En la seccidn, los pulmones presentan
gran contenido hematico, muy fluido y rojo oscuro (3,10). No debe considerarse
patognomaonico observandose tanto en muertes naturales como violentas en las

gue se produce vasodilatacion.

b) Enfisema (imagen 10): asociado a dilatacion bronquial o broncoconstriccion. Es
mas caracteristico de las muertes por sumersion y de las asfixias por

estrangulacion (28).
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Imagen 10. Enfisema hidro-aéreo pulmonar.

c) Petequias: se observan en muertes no asficticas, sobre todo en las cisuras. En el
pulmon reciben el nombre de “equimosis de Tardieu”, pequefias y de color rojo
oscuro estando bien delimitadas o formando sufusiones hemorragicas irregulares,
en lineas o estrellas y de tamafio méas grande. Estan formadas por difusiéon de
sangre coagulada adherida al tejido en toda la superficie pulmonar. Las manchas
de Paltauf (imagen 11) son hemorragias petequiales de mayor tamafio, de
coloracion mas clara y mal delimitadas, siendo caracteristicas de la muerte
asfictica por sumersion. Son manchas asficticas que se han hemolizado a
consecuencia de la entrada de agua en la sumersion (29). Un caso especial son los
nucleos apopléticos como consecuencia de la rotura de tabiques interalveolares a

consecuencia de los esfuerzos respiratorios (30).
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Imagen 11. Manchas de Paltauf.

d) Edema pulmonar (imagen 12): resultado de la hipoxia y el aumento de presion a
nivel pulmonar. No es especifico de las muertes por asfixia, hallandose en muertes

cardiacas o en intoxicaciones por drogas de abuso o medicamentos.

Imagen 12. Edema Pulmonar.

e) Espuma aireada: de burbujas finas y sanguinolentas en laringe, trdquea y

bronquios (imagen 13), a consecuencia del batido de los cilios en un intento por
expulsar el agua de los alveolos (31).
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Imagen 13. Espuma en laringe y trdquea.

5) Congestion visceral generalizada: por obstruccion al retorno venoso, no siendo
especifico de las asfixias. Se asocia a edema si la obstruccion venosa es continua;

resultado de la trasudacion por el capilar y las vénulas.
6) Sistema nervioso:

a) Edema cerebral (imagen 14): a consecuencia del aumento de presién a nivel de

los vasos encefalicos y de las mismas caracteristicas que el edema pulmonar.

b) Hiperemia venosa a nivel de encéfalo y meninges siendo un hallazgo inespecifico

(imagen 14).
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Imagen 14. Edema cerebral e hiperemia.

c) Dilataciones vasculares en la sustancia blanca; se conocen como “enarenado
hemorragico” (imagen 15) siendo el resultado de pequefios focos hemorrégicos.

Imagen 15. Enarenado hemorragico.

7) Estasis venosa generalizada: con dilatacion venosa capilar. Es un fenémeno general e

inespecifico.

8) Visceras abdominales: equimosis subcutaneas similares en forma y patogenia a las
equimosis de Tardieu sobre todo en estdbmago, duodeno y yeyuno. A nivel hepatico
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da lugar al “higado en nuez moscada” (imagen 16), con la presencia de dilataciones
vasculares (punteado rojo) rodeado de areas de coloracién palida. Por Gltimo, el bazo

aparece pequefio, con capsula arrugada y parénguima escaso en sangre.

Imagen 16. Higado en nuez moscada.
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1.2.  MUERTES POR SUMERSION.

1.2.1. Concepto de sumersion.

Los estudios sobre la sumersion comenzaron a principios del siglo XXy desde ese
momento son cuantiosos los estudios con el fin de encontrar tanto a nivel macroscapico,
microscopico y bioldgico un diagnostico en positivo. A lo largo de esta evolucion se han

formulado diversas definiciones de la muerte por sumersion.

Dentro de la naturaleza de la muerte es siempre una muerte de origen violento cuya
etiologia médico legal puede ser tanto accidental (catastrofes naturales, accidentes
deportivos, accidentes acuaticos), suicida u homicida. ElI problema que plantea el
diagnostico es doble: por un lado, obtener un diagndstico definitivo de la causa de la
muerte y por otro lado determinar las circunstancias en las que se hubiera producido. Esto
ha llevado al médico forense al estudio minucioso del cadaver en los casos de sumersion
pues las lesiones que presenta pueden ser confundidas y llevar a incluir una muerte dentro
de una etiologia homicida siendo accidental o viceversa y a la realizacién de estudios
complementarios tanto histopatoldgicos, toxicoldgicos y bioldgicos ademas del estudio
de las circunstancias del hecho (32).

Entre las méas antiguas (1918) encontramos la definicion de Roll (33) como “el
resultado de obstaculizar la respiracion por obstruccion de la boca y la nariz por un
medio fluido, generalmente agua”. Model (34) diferencidé la sumersién (drowning),
entendida como sofocacién por sumersiéon, del casi ahogamiento o near drowning, en la
que existe supervivencia al menos temporal. Thoinot (35) definia la sumersion como
asfixia por penetracion de materia liquida o semiliquida en vias respiratorias, si bien
hallaba casos en los que no habia presencia de materia liquida o semiliquida que recaerian
en las muertes por inhibicion. Simonin (36) define la muerte por sumersion como

mecanismo de muerte por respirar bajo el agua o perder la respiracion bajo el agua.

Como consecuencia del aumento de actividades deportivas en medio acuético, la
sumersion ha adquirido gran importancia como causa de muerte violenta, encontrandose

20 definiciones distintas para sumersion entre 43 articulos revisados (37). Asi se celebrd
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el Primer Congreso Mundial sobre asfixia por sumersion en Amsterdam el 26 de junio de
2002, quedando definida la sumersion 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” (38,39) y se acordo eliminar el
concepto near drowning como tal (supervivencia inmediata que sigue a la asfixia debida
a sumersion en medio liquido y que puede dar lugar a la recuperacion completa o a la

persistencia de secuelas tanto leves como severas).

Desde un punto de vista médico-legal se definio como el impedimento de la
respiracion por un impedimento acuoso o semiacuoso que impide la hematosis (40).
Concheiro y Suarez (3) la definian como la muerte o trastorno patoldgico producidos por

la introduccion de un medio liquido, habitualmente agua, en las vias respiratorias.

En estas definiciones se diferencia el mecanismo de muerte de la sumersion de la
hidrocucién teniendo en cuenta la fisiopatologia de la sumersion en si misma. La
introduccién de material semiacuoso como mecanismo de muerte producido por
sumersion fisiopatoldgicamente se asemejaria mas a una muerte por sofocacion por

obstruccion intrinseca de la via aérea que a la sumersion como se explicard mas adelante.

1.2.2. Tipos de sumersion (41).

1. Segun su curso evolutivo:
» Primaria: cuando la muerte sigue inmediatamente a la sumersion.
« Secundaria: si el resultado de la penetracién liquida es tan solo un trastorno

patoldgico, que puede o no causar la muerte en un momento posterior.

2. Segun la superficie corporal incluida en el medio liquido:
+ Completa: totalidad del cuerpo se encuentra cubierta por el medio liquido.
* Incompleta: si s6lo la cabeza o en casos extremos solo los orificios

respiratorios se encuentran cubiertos por el medio liquido.
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3. Segun la naturaleza del medio liquido donde ocurre la sumersion.
» Enagua dulce.

« Enagua salada.

4. Segun la cantidad de agua hallada en los pulmones:
+ Asfixia por sumersion: cuando se hayan grandes cantidades.

» Asfixia por inhibicién: sin presentar liquido en los pulmones.

5. Segun si existen o no testigos del hecho:

« Con testigos: cuando se observa a la victima desde el inicio de la sumersion.

Sin testigos: cuando la victima se encuentra en el agua y nadie vio lo que

ocurrio.

[op)

. Segun la fisiopatologia de la muerte (29):

Sumersidn-asfixia: la victima fallece directamente por el efecto de la
aspiracion de agua por las vias respiratorias, produciéndose el choque
alveolar.

» Sumersion-inhibicion: el mecanismo inhibitorio se produce por la
estimulacion de zonas reflexdgenas, produciéndose la muerte generalmente de
forma instantanea.

« Sumersion simple: en la que los pulmones se encuentran sin agua, Secos, pero
existe gran cantidad de agua en estdmago y duodeno a consecuencia del cierre
brusco de la epiglotis obstruyéndose la entrada de agua en las vias aéreas.

« Sumersion traumatica: el mecanismo de la muerte se produce por la pérdida

de conciencia a consecuencia de trauma que provoca que la victima aspire

agua sin percatarse de ello (31).

1.2.3. Datos epidemioldgicos.

El ahogamiento se encuentra entre las 10 causas de principales de muerte en nifios

y jovenes en todas las regiones del mundo. Mas de la mitad de las victimas tienen menos

de 25 afios (42). Segun la Organizacion Mundial de la Salud y el European Resucitation
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Council se producen 450.000 muertes al afio por anogamiento, con una tasa de mortalidad
de 6.8/100000 habitantes, siendo la segunda causa de muerte accidental, superada por los
accidentes de trafico. Es la tercera causa de muerte accidental en Estados Unidos,
alrededor de 8000 personas (50% en piscinas, 20% en el mar y 15% en el hogar) (42); en
Espafia y segun datos del Instituto Nacional de Estadistica ocurrieron 459 casos (Ultima
actualizacion 2014), alcanzando una tasa promedio de 5.757/100000 hab./afio segun los
datos de 2015 (43).

La muerte por sumersion se considera la segunda causa de muerte en nifios, después
de los accidentes de tréafico, ocurriendo casi el 50% en lagos, estanques y rios, aunque en
piscinas privadas ocurren la mayor parte en algunas regiones. Son mas frecuentes los
fines de semana durante el verano (44). Segln casuisticas de Australia, Finlandia y Reino
Unido, es la segunda causa de muerte entre el grupo de edad comprendido entre 1-4 afios
(45,46). Los nifios menores de 15 meses se ahogan en baldes y bafieras, los mayores de
15 meses y hasta los 4-5 afios en piscinas privadas, en lagos, rios y lugares publicos los

adolescentes (47).

Se aprecia que la cifra de muertes por sumersion esta infravalorada ya que muchos

de los casos no son informados (48).

Como factores de riesgo se recogen por DeNicola (48) los siguientes:

» Edad: menor de 20 afios y en especial menores de 4 afios (49).

« Enfermedades preexistentes: epilepsia, enfermedad coronaria, accidentes
cerebrovasculares, hipoglucemia aguda (50-53).

« Consumo de alcohol y drogas (54-56). El alcohol ha sido implicado entre 25-50%
de las muertes en adolescentes y adultos relacionadas con actividades acuaticas
(57).

» Sexo: predominio en varones (58).

 Falta de supervision adulta en el caso de nifios (59).

« Traumatismo de cabeza y cuello (60,61).

Ademas, la Organizacién Mundial de la Salud afade el siguiente:
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» Ausencia de barreras para restringir la exposicion al agua, no saber nadar y no ser

demasiado consciente de los peligros del agua.

Segun las regiones mundiales, la Organizacion Mundial de la Salud encuentra que
es mas frecuente en varones y mujeres en Asia sudoriental, seguida por region de Africa

en varones y region del pacifico occidental en mujeres (tabla 1).

REGION HOMBRES MUJERES

REGION DE AFRICA 50650 24819

REGION MEDITERRANEO

ORIENTAL

REGION DE ASIA | 87782 42368
SUDORIENTAL

Tabla 1. Defunciones por ahogamiento segin WHO (2012) (42).

1.2.4. Etiologia médico legal.

La muerte por sumersién es por definicion una muerte de naturaleza violenta
(aquella que se produce por causas externas al individuo) cuya etiologia médico legal

puede ser de tres tipos (tabla 2):

« Accidental: la mas frecuente de todas. Tiene una mayor incidencia en los meses
de verano (62,63), en menores de 5 afios y en jovenes con edades entre 15-44
afios, sobre todo en varones y con gran frecuencia va asociada al consumo de

alcohol y otras drogas (37), y en ancianos (64) (siendo el mecanismo de muerte
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la hipotension transitoria al incorporarse el sujeto para salir del bafio tras
vasodilatacion debida a la elevada temperatura del agua). En estos casos se
incluyen todos los derivados de accidentes colectivos (naufragios,
inundaciones, accidentes aéreos, de automavil con caida posterior) y deportivos
(65).

En relacion al consumo de alcohol, Luneta et al. (45) encontraron un 33% de
los ahogados en Finlandia con alcohol en sangre superior a 1g por mil, mientras
que Driscoll (55) en Australia también encontraron alto porcentaje de casos
relacionados con el alcohol (19%).

+ Suicida: no suele ser el mecanismo de eleccion en los casos suicidas si bien
existe una mayor incidencia en areas geogréaficas costeras, grandes lagos o rios
(66,67). Existe mayor incidencia en mujeres y de grupos de edad avanzada.
También se asocia con gran frecuencia al consumo de alcohol y drogas (68-72).
La mayoria de los autores coinciden en que representan un 1% de las formas de
suicidio (73). En nuestro pais, Romero Palanco (37) en una revision en 2007
establece como conclusiones el paulatino abandono de este procedimiento
suicida.

« Homicida: menos frecuente al necesitar gran desproporcién, ya sea fisica o
mediante la administracion de alcohol o traumatismos, entre victima y agresor.
Por su dificil demostracion obliga a aumentar la precaucion en la basqueda de
lesiones previas y restos de toxicos depresores del sistema nervioso central,
siendo necesario el diagndstico diferencial con la etiologia suicida (74). Tras
revision de 2617 homicidios (72) Copeland encontr6 un total de 12 casos por
sumersion, constatando su baja frecuencia. Sin embargo, es mayor su incidencia

en nifios, disminuidos psiquicos y sujetos con vulnerabilidad (75,76).
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Tabla Il: ETIOLOGIA DE LAS MUERTES POR SUMERSION

Autor N® casos | Accidentes | Suicidios | Homicidios | Indeterm.
Press ef al [34] 1.201 84.6% 3.6% 0.33% 11.32%
Wirthwein et al [35] 1.303 90.5% 4% 2.5% 3%
Wintemute et al [36] 137 95% 1% 4%
Gamero et al [37] 314 7% 42.67% 0.33%

Gorniak et al [20] 187 78% 14% 3% 6%
Lucas et al [38] 123 13% 42.2% 4.06% 40.6%
Davis [29] 267 9.36%

Tabla 2. Etiologia de las muertes por sumersién. Tomada de Romero Palanco 2007 (37).

1.2.5. Data de la sumersion.

Establecer el tiempo que se ha mantenido un cuerpo en el agua presenta gran
dificultad debido a que los fendmenos cadavéricos empleados para datar a un cadaver no
siguen la misma evolucion en medio acuatico y presenta multiples variaciones, asi por
ejemplo a temperaturas bajas los fendmenos destructivos se enlentecen. También hay que
tener en cuenta que se aceleran notablemente una vez que se extrae el cuerpo del agua.
Ademas, la data de la muerte puede no coincidir con la data de la sumersion (debido al
periodo de supervivencia que puede ocurrir). Asi, segun la regla de Casper (12), a
igualdad de condiciones de temperatura y en un mismo lugar, una semana de putrefaccion
en el aire equivale a dos semanas en el agua y a ocho semanas en tierra. Esta diferencia
no es absoluta, pero sirve para mostrar la variacion de los fendmenos en los distintos

medios.

Existen distintas tablas en las que se valoran parametros a tener en cuenta para datar

la permanencia de un cadaver en agua:
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a) Tablas de Devergie (77): es la clasica por excelencia y se diferencian por los

signos externos del caddver en meses de verano e invierno, con caracteristicas

diferentes como (30):

Invierno:

¢ De 3-5 dias: rigidez, enfriamiento y comienzo de blanqueo cuténeo.
¢ De 4 a 8 dias: flexibilidad, color natural, blanqueo de cara palmar de
las manos.

e De 8 a 12 dias: flacidez, comienzo de blanqueo de dorso de mano,
cara livida y reblandecida.

e Hacia los 15 dias: ligera tumefaccion facial, roja en algunas partes,
tinte esternal verdoso, toda la epidermis blanca y comienzan a aparecer
las arrugas de pies y manos.

¢ Al mes: color pardo-rojizo de la cara, placa parecida en el pecho,
parpados y labios verdes, manos y pies blancos y arrugas.

e Hacia los dos meses: cara parduzca y tumefacta; cabellos poco
adherentes, epidermis de manos y pies desprendida, permanencia de
las unas.

e A los dos meses y medio: epidermis y ufias de las manos
desprendidas, aunque no las de los pies, matiz rojo de tejido celular del
cuello y mediastino, saponificacion parcial de cara y menton.

e A los tres meses y medio: se destruye parcialmente el cuero
cabelludo, parpados y nariz, saponificacion en parte de la cara, parte
posterior de cuello e ingles, corrosiones cutaneas por todo el cuello,
epidermis desprendida por completo de manos y pies, con las ufias
caidas.

e A los cuatro meses y medio: saponificacion casi completa de la grasa
facial del cuello, ingles y parte anterior de los muslos, comienzo de
saponificacion de la parte anterior de cuello, desprendimiento de cuero

cabelludo y craneo denudado.
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- Verano: en el caso de que el cuerpo haya salido a flotacion los
siguientes comentarios no serian Utiles.
¢ De 5 a 8 horas de permanencia en verano corresponderian a 3-5 dias
de invierno.
e 24 horas de verano equivaldrian a 4-8 dias de invierno.

¢ 96 horas en verano equivaldria a 15 dias en invierno.

b) Tabla compuesta por Reh (78) a partir de datos tanatologicos después del
estudio de 395 cadaveres extraidos del agua, en las que se tiene en cuenta entre
otras la temperatura media del agua, red venosa superficial, cadaver hinchado,
cambios cromaticos, cabellos y epidermis desprendidos, maceracion de manos y
pies, ufias sueltas y desprendidas, etc. segun cada mes del afio. De las tablas

propuestas la de Reh es la mas precisa.

Otra propuesta se basa en la medir las concentraciones de potasio y cloro en humor

vitreo y aplicar la formula propuesta por Bray (79):
PMI (dias)=100mEg/L +2 [K]- [CI]/10
Es importante conocer que esta formula es de aplicacion en aguas frias y con
intervalo postmortem superior a 1 dia; ademas el propio autor da un margen de error
inferior a 0,5 dias.
Se han intentado otros métodos como el grado de desarrollo de larvas de mosquitos

(80) o la saponificacion de los cadaveres sin resultados 6ptimos debidos a la amplia

variacioén hallada.

1.2.6. Fisiopatologia y mecanismos de muerte.

Los primeros informes corresponden a estudios en animales realizados por

Brouardel y Vibert (81) y Brouardel y Loye (82) los cuales describieron cinco fases en
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la asfixia por sumersion: inspiracion forzada, agitacion violenta con detencion de la
respiracion, reaparicién de respiracion con profundas inspiraciones, nueva parada de
respiracion y tres o cuatro movimientos respiratorios con contracciones en hocico y

mandibula.

La combinacion de hipercapnia, hipoxemia y acidosis provoca inspiracion
involuntaria dando lugar a inhalacién e ingestion de liquido hacia vias respiratorias. La
estimulacion por el didxido de carbono del centro respiratorio conlleva la inhalacion e
ingestion de agua hasta que el sujeto no puede inhibir voluntariamente la respiracion mas
de un minuto. Si la persona no es rescatada, la hipoxemia lleva a la pérdida de conciencia
y apnea provocando taquicardia seguida de bradicardia, actividad eléctrica sin pulso y
asistolia en pocos minutos, pero si la inmersién es en agua helada puede durar hasta una
hora (83). Todo esto da lugar a hipoxia cerebral que finaliza con la muerte por anoxia.
Pueden producirse alteraciones profundas en la oxigenacion arterial cuando se aspiran tan

solo de 1 a 2.2 ml/kg de agua den los pulmones (84,85).

El agua en los alveolos causa un lavado en los alveolos (disfuncion y eliminacion
del surfactante) y el gradiente osmdtico destruye la integridad de la membrana
alveolocapilar, aumentado su permeabilidad y alterando el flujo de liquidos, plasma y
electrolitos; se produce edema pulmonar masivo que disminuye el intercambio de
oxigeno y anhidrido carbdnico. Esto conduce a una disminucion de la distensibilidad

pulmonar, atelectasia y broncoespasmo (86).

A consecuencia de mecanismos fisiopatologicos diferentes, se diferencia la asfixia

por sumersién de la muerte en agua con pulmones secos.

1. Asfixia por sumersion:

Zangani et al. (87) describen cinco fases en los casos de asfixia por sumersion:

« Fase de sorpresa, en la que se efectda una profunda inspiracion fuera del agua.
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Fase de apnea, para evitar la penetracion de agua por el laringoespasmo

involuntario como consecuencia de la presencia de agua en la via aérea. Debido

al impedimento de la respiracion se produce hipoxia, hipercapnia y acidosis.

» Fase de disnea en la que se realiza inhalacion de agua seguida de disnea espiratoria
por estimulacién del agua sobre la mucosa laringea.

» Fase de convulsiones asficticas, en la que el agua continla entrando de forma
discontinua en las vias respiratorias.

» Fase terminal en la que se realizan una o mas inspiraciones profundas que van

precedidas de pausa respiratoria preterminal.

Casi en el 10% de los animales estudiados el laringoespasmo inicial continué hasta
la muerte sin que se produjera broncoaspiracion de liquidos, produciéndose estas muertes
por laringoespasmo cursando por tanto sin inhalacion de agua (44). Estos casos son
catalogados como “ahogados atipicos” (88) en el que el mecanismo de la muerte seria la
asfixia secundaria al intenso laringoespasmo por la entrada de grandes cantidades de agua
a los pulmones. No obstante, Knight (10) considera que la muerte en estos contextos

ocurre por paro cardiaco de origen vagal antes que por espasmo laringeo.

En los alveolos el agua se mezcla con el aire residual y secreciones pulmonares
provocando la formacion del hongo de espuma que va a invadir las vias respiratorias y
puede exteriorizarse por orificios nasales y por cavidad bucal. A consecuencia de la
presion que ejerce, el agua va a provocar lesiones en el tejido pulmonar (dilatacion
alveolar, adelgazamiento y rotura de paredes alveolares, rotura de capilares perialveolares

asi como el enfisema hidroaéreo).

Con todo esto, se establecid la anoxia andxica como mecanismo de la muerte, pero
los trabajos de Swann (89) otorgaron importancia a las alteraciones electroquimicas que
se producen al penetrar el agua en el torrente circulatorio (90,91), apreciandose que las
concentraciones de electrolitos en suero pueden ser muy variadas dependiendo tanto de
la cantidad como del tipo de liquido aspirado (92). Asi la osmolaridad del liquido aspirado
determina diferencias en el caso de agua dulce o agua salada en el siguiente sentido:

- Sumersion en agua dulce: el liquido es hipotonico con respecto al plasma, asi

el agua es rapidamente absorbida al llegar a los alveolos, pasando a la circulacion
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pulmonar. Esto conduce a hemodilucion e hipervolemia que puede producir un
incremento del 30 al 50% (93), pudiendo provocar hiponatremia con sobrecarga
circulatoria y facilitar la aparicion de insuficiencia cardiaca. También se va a
producir hemolisis por la entrada del liquido de sumersion en el torrente
circulatorio, dando lugar a hiperkaliemia y arritmias, que pueden provocar la
muerte en muy pocos minutos. Ademas, esta hemolisis puede causar coagulacion
intravascular diseminada. Por otro lado, esta aspiracion de agua dulce afecta a
los fosfolipidos del surfactante pulmonar (94) lo que hace inestables a los
alveolos y da lugar a atelectasia (95). Los liquidos isotonicos pueden tener efecto
citotoxico directo sobre las células endoteliales alveolares y vasculares,
conllevando hinchazén de las mismas lo que puede dar lugar a rotura de
membranas celulares ayudando a la formacion de edema intersticial y alveolar.
La certeza de que la sumersién Gnicamente ocurre por estar las vias respiratorias
ocupadas por el liquido de sumersién es hoy errénea. El verdadero motivo es
una mezcla de una absorcién masiva de agua que causa una hipervolemia brusca
y un desequilibrio osmotico y electrolitico (dilucién de los electrolitos

circulantes y aumento del potasio por la ruptura de los hematies) (96).

Como consecuencia la causa de la muerte se debe a un fallo cardiaco agudo por
incapacidad para impulsar el gran volumen circulante y las alteraciones de la
contractilidad cardiaca secundarias a la hiperpotasemia que suelen cursar con

fibrilacion ventricular (96).

- Sumersion en agua salada: en este caso el liquido es hipertonico respecto al
plasma de manera que al ocupar la luz intraalveolar y al sobrepasar la
osmolaridad de la sangre en tres o cuatro veces (97) atrae el agua a las vias
respiratorias desde la circulacion ocasionando hipovolemia, hemoconcentracion
y edema pulmonar grave. Se produce aumento de la viscosidad en la sangre e
hipernatremia aguda. Ademas, el edema pulmonar aumenta mas la situacion de
hipoxia e hipercapnia dando lugar en el corazon a bradicardia y asistolia (93). El
cuadro puede empeorar aun mas si el liquido de sumersion esta muy contaminado
por materias 0 cuerpos en suspension pudiendo obstruirse bronquios y

bronquiolos (98).
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Trabajos experimentales en perros (97) concluyeron que los efectos
cardiovasculares observados en la asfixia eran consecuencia directo de la anoxia, asi
dependian totalmente de la osmolaridad del liquido aspirado. Segun Layon y Modell (99),
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, no aspirdndose en la
mayoria de las victimas el liquido suficiente para causar cambios potencialmente mortales
(100). Se ha estimado que el 85% de los ahogamientos en humanos ocurren por aspiracion
de menos de 22ml de agua /kg de peso corporal (95) y después de entrar en la circulacion
el exceso de agua es rdpidamente corregido por redistribucion y puede ocurrir

hipovolemia debido al edema agudo de pulmoén (101).

Ademas, las concentraciones séricas de los electrolitos pueden cambiar después
de la sumersion dependiendo de la cantidad y el tipo de liquido aspirado. Asi, las
alteraciones del ritmo cardiaco y la parada cardiaca derivan de forma fundamental de la
prolongada hipoxia (100,102), las alteraciones severas del equilibrio &cido-base, la
descarga de catecolaminas y la influencia de la hipotermia por la baja temperatura del
agua (103). La disfuncién pulmonar debida a las alteraciones del surfactante pulmonar,
el colapso alveolar y atelectasia conducen a insuficiencia respiratoria e hipoxia que

pueden ser suficientes para provocar una parada cardiaca (3,104,105).

2. Muerte en agua con pulmones secos: entre un 10-15% de los cuerpos
recuperados del agua (3) se ha sugerido que un espasmo de glotis podia ser el
mecanismo que frenase la entrada de agua en vias respiratorias (106-108).
Existen varias explicaciones del mecanismo que produce la muerte en estos
casos, como el laringoespasmo (tanto por inhibicion cardiaca vagal bien por
intenso dolor abdominal al impacto del cuerpo con el agua, shock anafilactico
de origen digestivo en estado postpandrial o por reflejo inhibidor
cardiorrespiratorio y trastorno vascular central por accién del frio, (109) o la
estimulacion de los quimiorreceptores carotideos por la apnea inicial, originando
una parada cardiaca de origen vagal (110) o algunos reflejos pulmonares). Al no
encontrase agua en vias respiratorias no serian consideradas como muertes por

sumersion segun su definicion. Estos mecanismos no logran objetivarse en la
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autopsia y el diagnostico se realiza tras analizar las circunstancias y la exclusién
de otras causas de muerte. Otros autores hacen referencia a la hipotermia como
origen de fibrilacion ventricular (111) ya que por debajo de 30° C el ritmo
cardiaco se enlentece, disminuye el consumo de oxigeno y la velocidad
metabdlica provocando bradicardia, asistolia o fibrilacion ventricular (112).
Ackerman et al, Lunetta et al. y Choi et al. (53,113,114) estudiaron el sindrome
del QT largo y sus mutaciones como causa de muerte en agua en nadadores

experimentados.

1.2.7. Hallazgos de autopsia.

1.2.7.1. Examen externo.

En el examen externo del cadaver se pueden distinguir signos propios de

permanencia del cadaver en agua y signos propios de reaccion vital:

1. Signos de permanencia del cadaver en el agua: independientes de la causa de la
muerte, inespecificos y aparecen en el cadaver caido o arrojado al mar después de
morir como en el fallecido por sumersién (37,96). Hinojal y Martinez (115)
refieren pérdida total o parcial de los vestidos y calzado por accion de las olas,

corrientes de rios, reflujos de mareas y el roce de piedras y rocas.

« Enfriamiento corporal precoz: a consecuencia del contacto entre el agua
y la superficie corporal, igualandose la temperatura con el medio.

« Cutis anserina (imagen 17): por retraccion de los arrectores pili a
consecuencia de la rigidez, con retraccion del pene, escroto y pezones. Se
ve favorecida por la baja temperatura del medio de sumersion.

«  Maceracion cutanea: blanqueamiento, engrosamiento y arrugamiento de
epidermis (“manos de lavandera” (imagen 18) en el caso de las manos)
que acaba por desprenderse de la dermis e incluso arrastrando las ufias, en

forma de guante o calcetin.
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Imagen 17. Cutis anserina y heridas superficiales.

Evolucion de la putrefaccion cadavérica: influenciada por la temperatura,
con la salida a superficie de los cadaveres sumergidos a consecuencia de
la produccidn los gases durante la fase enfisematosa (116). Parece seguir
un ritmo mas lento que si el cadaver se encontrase en el aire y una vez

recuperado se acelera notablemente. La mancha verde suele aparecer en la
regién superior de térax (96).

Imagen 18. Manos de lavandera.
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Saponificacion: por la permanencia del cadaver en agua estancada o con
poca corriente.

Lesiones externas: de origen vital tanto de etiologia suicida u homicida
previas a la sumersion o por mecanismo contuso al caer sobre fondo o bien
lesiones postmortales con ausencia de infiltracion hemorrégica en los
bordes de las heridas (pueden estar ausentes por el lavado por el agua) a
consecuencia de irregularidades del fondo y corrientes de agua, dando
lugar a erosiones, excoriaciones 0 heridas contusas en la region frontal,
dorso de manos y pies y rodillas (37). También se pueden observar
lesiones de partes blandas producidas por peces, crustaceos y otros
animales marinos. Con la realizacion de examen bioquimico e histologico
permitiran el diagndstico diferencial (117).

Un hallazgo frecuente es el fenomeno de “diente rosa” descrito por
primera vez en 1829 por Bell, quien observo dicha coloracion en fallecidos
por asfixia por sumersion o ahorcadura. Se asocia a cambios de coloracion
en la dentina por aumento en la presion intravascular a nivel facial
generando hemorragias a nivel pulpar sin afectacion del esmalte,
observandose en incisivos, caninos y premolares (118). No es
patognomonico de asfixias por sumersion u otros tipos de asfixia ya que
se ha descrito en cadaveres con antecedentes de endodoncia, lesiones
dentales traumaticas, reabsorciones, enfermedades sistémicas e
intoxicacién por mondxido de carbono (119). Para Gowda et al. (118) la
aparicion del color rosa se debe a los productos derivados de la

hemoglobina al entrar en los tibulos dentinarios.

2. Signos propios de reaccion vital:

Hongo de espuma: indicativo de asfixia por sumersion, aunque puede
aparecer en muertes naturales o violentas a consecuencia de edema de
pulmén por lo que su ausencia no excluye la sumersion como causa de
muerte. Formado por finas burbujas de color blanquecino o rosado en

orificios nasales o cavidad bucal y debido al batido de las proteinas y
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surfactante pulmonar por los cilios en el alveolo pulmonar ocupado por
agua de sumersion (96).

« Espasmo cadavérico: en las manos en las que aparecen los dedos
fuertemente flexionados presentando arena o algas del fondo del mar, rio
o0 lago (3,93).

« Livideces cadavéricas: de coloracién més clara (imagen 19) debidas a la

dilucién de la sangre o por la baja temperatura del agua. Si el cadaver esta

en aguas vivas o fuertes corrientes pueden no aparecer de un modo
definido (41).

1.2.7.2. Examen interno.

Los hallazgos en el examen interno van a depender del mecanismo de la muerte
(96):

« Por sumersién-inhibicién: en parada brusca de las funciones cardio-
respiratorias a consecuencia de reflejo inhibitorio vagal, los hallazgos son

escasos, salvo congestion inespecifica generalizada.
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» Por sumersion-asfixia simple: no hay paso de agua a los pulmones por
probable laringoespasmo; se encontrara agua en aparato digestivo y signos
inespecificos de los cuadros de asfixia.

« Por sumersion-ahogamiento: existe penetracion de agua en vias respiratorias;
se encontraran lesiones en el aparato respiratorio debido a la accion del liquido

de sumersion.

A nivel subcutaneo se pueden encontrar hemorragias intramusculares. Se han
descrito a nivel de cuello, tronco y extremidades superiores (120,121) a
consecuencia de convulsiones agoénicas y sobreesfuerzo muscular durante la

anoxia.

I.  Aparato respiratorio:

a. Los pulmones se hayan aumentados de volumen y peso llegando a
observarse marcas costales en la superficie de su pleura visceral y
uniéndose los bordes anteriores de las lengietas pulmonares (imagen 20).
Thoinot (35) lo refiere como esponja empapada de agua mientras que para
Bonet (122) es el resultado de una combinacion de edema acuoso y

enfisema aéreo.
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b. Las manchas de Paltauf (imagen 21) son equimosis de localizacion
subpleural, més clara y de mayor tamafio que las equimosis de Tardieu,
por componente asfictico y traumatico a la penetracion del agua.
Constituyen un signo directo de asfixia por sumersién. La coloracion rosa
paliday su localizacion generalizada en pleura visceral pulmonar indica la
vitalidad (28). Se trata en realidad de manchas asficticas que se han

hemolizado por el agua de la sumersion.

Imagen 21. Manchas de Paltauf.

c. A la forcipresion se aprecia crepitacion caracteristica por enfisema vy
edema (imagen 22) persistiendo la fovea. Al corte se encuentran
congestionados y con abundante liquido espumoso formado por sangre
mezclada con liquido de sumersion.
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Imagen 22. Edema pulmonar acuoso.

d. Traqueay bronquios estan ocupados por espuma blanquecina o sonrosada
(imagen 23 y 24) que se continta hacia el exterior dando lugar al hongo
de espuma. En ocasiones pueden observarse restos de vomito y vegetacion

del medio de sumersion.

Imagen 23. Espuma en bronquios.
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- _ -
Imagen 24. Espuma rosada en traquea.

e. Se ha estudiado el peso de los pulmones (tabla 3, 4 y 5) (29) y se puede
afirmar que en el caso de asfixia por sumersion se encuentran elevados
con respecto a otro tipo de muertes (123-125), llevando a Shkrum y
Ramsay (110) a la conclusion que en adultos mayores de dieciocho afios
con pesos pulmonares superiores a mil gramos habria que distinguir entre
la asfixia por sumersion y otras causas de muerte; no se ha encontrado
diferencia significativa de peso entre pulmones de ahogados en agua dulce

y agua salada.

PESO DE PULMONES EN LA ASFIXIA POR SUMERSION
Copeland 1.400 gramos
Kringsholm et al 1.411+396.4 gramos
Lunetta et al 1.391+401 gramos

Tabla 3. Peso de pulmones en las asfixias por sumersion (30).
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Causa de muerte

Peso de Pulmoén

Peso de Pulmdn

agrupada Derecho Izquierdo
SUMERSION 794.41 75541
OTRAS ASFIXIAS 510.00 439.40
OTRAS CAUSAS 672.78 561.67

Tabla 4. Peso de pulmones segln causa de muerte (30).

Causa de muerte Peso de Pulmon Peso de Pulmon
agrupada Derecho Izquierdo
SUMERSION 839.29 gramos 796.57 gramos
SALADA
SUMERSION 595.00 gramos 563.33 gramos
DULCE

Tabla 5. Peso de pulmones segun sumersién en agua dulce y salada (30).

f. No siempre se encuentran estos hallazgos; asi Somers et al. (126) tras
revision de casos de sumersion demostraron que incluso periodos cortos
de reanimacion alteran los hallazgos patolégicos en la autopsia,
disminuyendo la incidencia de hallazgos como la espuma blanquecina en
traquea y bronquios, aumento de liquido en la cavidad pleural (imagen 25)

y aumento de peso de los pulmones.
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. .
Imagen 25. Liquido en cavidad pleural (efusion pleural).

Il.  Corazon: dilatacion de ventriculo derecho por hipervolemiay resistencia vascular
pulmonar (127). La coloracion hemolitica del corazon es una extension de la
coloracién hemolitica de la raiz adrtica segun Zatopkova (128).

I1l.  Aparato digestivo: a la apertura de estomago e intestino delgado se evidencia
liquido de sumersion (imagen 26) y cuerpos extrafios que se habran deglutido en
la primera fase de la sumersion (129) aunque pudieran haber penetrado
postmortem de forma pasiva en pequefias cantidades (13) si la presion hidrostatica
del agua es lo suficientemente alta; también depende del tono muscular del
esofago y cardias. Un volumen superior a 500 ml de agua en estdbmago en sujeto
adulto se puede admitir como sumersion intravital (3) teniendo la misma
significacion la presencia de agua en el duodeno cuando la putrefaccion no es
evidente. Pueden también observarse desgarros en la mucosa gastrica en el cardias
que pudieran ser consecuencia de los vémitos producidos por la deglucion de

grandes cantidades de agua.
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Imagen 26. Liquido de sumersion en estomago.

IV. Bazo: Reh observo que el bazo se presentaba de pequefio tamafio y anémico
(imagen 27) en un 30% de los casos atribuyéndose a la estimulacion simpética
con vasocontriccion y contraccion de la cépsula esplénica y de las trabéculas
(130,131). Otros autores piensan que es un fendmeno postmortem en sumersiones

prolongadas (125).

Imagen 27. Bazo pequefio y arrugado.

V. Higado: aparece congestivo y con pequefios focos hemorragicos (imagen 28).
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Imagen 28. Higado congestivo.

VI.  Oido medio: en oido medio y region mastoidea puede encontrarse infiltracion
hemorragica que se observa a través del techo del pefiasco de color azulado (signo
de Nyles, imagen 29). Estan localizadas en la mucosa de oido medio y/o celdas
matoideas presentandose con edema submucoso y congestion vascular. Para
Knight (132) es un signo poco fiable, pudiendo encontrarse en asfixias mecanicas
y muertes naturales.
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Imagen 29. Coloracién azulada en ambos pefiascos (signo de Nyles).

VIl.  Hemodilucion de la sangre: La sangre de las cavidades izquierdas del corazén que
proviene de la circulacion pulmonar esta mas diluida que la de cavidades derechas
(133,134). Sin embargo, los resultados pueden estar influidos por la autolisis y la
putrefaccion e incluso por las maniobras de reanimacion.

VIII.  Senos paranasales: por penetracion postmortem de agua debido a la permanencia
de los cadaveres en agua (130,135,136). Sin embargo, Zivkovic et al. (137)
demostraron que el liquido libre en los senos esfenoidales (signo Svechnikow)
puede considerarse como reaccién vital si no hay muestras de putrefaccion en
casos de sumersion. En cuerpos putrefactos, una cantidad de 0.55 ml en senos
etmoidales puede sugerir que la victima estaba viva antes del contacto con agua,
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pero no demuestra que la sumersion sea vital. Levy et al. (138) aplicaron la
Tomografia Computarizada con multidetector bi y tri-dimensional y hallaron
liquido espumoso en vias respiratorias y atenuacion de la sefial en las vias
respiratorias por presencia de sedimentos del liquido de sumersion, describen la
presencia de liquido en sefios paranasales, celdas mastoideas, trdquea y bronquios
y opacidad en campos pulmonares.

Tincion del tronco aortico (imagen 30): la tincion hemoglobinica de la porcion
proximal de arco aortico ha sido considerada como posible marcador de la
sumersion en agua dulce (137,139,140) a consecuencia de la hemolisis que se
produciria. Byard et al. (141) afirman que, si bien la tincion hemoglobinica de la
intima de la aorta es un signo inespecifico que sélo pone en evidencia la lisis de
los hematies, la tincion de la aorta proximal, pero no del tronco de la arteria

pulmonar, seria un signo orientativo de sumersion en agua dulce.

Imagen 30. Tincién de arco adrtico.

1.2.8. Estudios complementarios en caso de sumersion.

El diagnostico de certeza de la muerte por sumersion sigue siendo complejo hoy en

dia, de tal manera que no disponemos de una prueba diagndstica cuyos resultados sean

indiscutibles. Nos basamos en estudios histopatolégicos, bioldgicos, quimicos y
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radioldgicos. Papadodima (142) aconseja realizar una meticulosa autopsia, asi como

estudios histolégicos y screening toxicoldgico en los casos de especial dificultad.

Desde hace mas de 20 afos el Instituto Nacional de Toxicologia y Ciencias

Forenses (INTCF) establecio un protocolo para el estudio de las muertes por sumersion,

revisado en la Orden JUS/1291/2010, por la que se aprueban las normas para la

preparacion y remision de muestras objeto de analisis por el INTCF (143), en la que se

contemplan

estudios histopatologicos, toxicologicos, determinacion de estroncio y el test

de diatomeas.

1.2.8.2. Histopatoldgicos.

1. Pulmones: representan el principal 6rgano afectado en la sumersién. Se observa

distension pseudoenfisematosa, a consecuencia del estiramiento, dilatacion vy

ruptura de tabiques alveolares dando lugar a cavidades voluminosas a menudo

poligonales sin disposicion sistematizada. Rhkrum y Ramsay (110) sefialan como

hallazgos microscopicos:

» Enfisema acuoso: dilatacién de alveolos, adelgazamiento de la pared
alveolar y compresion de capilares alveolares. La expansion alveolar puede
afectarse por el contacto con el aire cada vez que el cuerpo sale a la superficie
del agua, la relacién entre edad y capacidad pulmonar, patologia pulmonar
previa tanto asociada a la edad como al habito tabaquico y el estado de
putrefaccion (144-146).

« Congestién pulmonar, edema, hemorragia alveolar, ruptura de paredes
alveolares.

» Los macréfagos alveolares pueden estar disminuidos en ahogados
recientes al ser lavados por el liquido de sumersion. En cadaver en
putrefaccion puede ser muy variable.

« Hemorragia alveolar: significativa en casos de sumersion sin putrefaccion

y en muertes asficticas comparadas con sujetos fallecidos por otras causas.
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Martin Cazorla et al. (147) publicaron un estudio realizado entre los afios 2004 y
2011 de 78 autopsias de muerte por sumersion en relacion al peso de los pulmones,
encontrando sélo tres casos con peso inferior a 1000g, ausencia de hallazgos
macroscopicos indicativos de entrada de medio de sumersion en vias respiratorias y otra
causa que pudiera explicar el fallecimiento; sin embargo, el estudio histopatolégico
mostrd hallazgos propios de sumersion, concluyendo en su estudio que en caso de
sumersion con pulmones secos es necesario el estudio molecular para la confirmacién de

la causa de la muerte por sumersion.

Los estudios a microscopio han demostrado leves diferencias entre la sumersion en
agua dulce y agua salada en relacién con la reaccion inflamatoria aguda de tal manera que
la histopatologia no es determinante para el diagnostico diferencial entre agua dulce y
agua salada. La infiltracion masiva de las células inflamatorias es méas severa en los casos
de sumersidn en agua salada. Ademas, con la microscopia electrénica de barrido se puede
observar en los casos de sumersion en agua salada cambios en el epitelio alveolar con
protrusiones, compactacion y cambios morfolégicos en la membrana basal en eritrocitos
(148).

2. Piel: Maceracion de los dedos y separacién de las ufias (piel de lavandera) con
desprendimiento arrugado de la epidermis a consecuencia de la contraccion de las
fibras elasticas del corion epitelial. Se han intentado relacionar con la data del
periodo de sumersion, pero se estima que carece de especificidad.

3. Corazon: se encuentran como marcadores morfoldgicos de la sumersion:

- Hipereosinofilia focal de miocitos ventriculares.

- Contraccion en bandas de miocitos ventriculares.

En sumersion y lesion cerebral aguda usando lugol azul rapido como tincion se ha
evidenciado degeneracién miofibrilar mediante tincion citoplasmatica difusa (149). Se
han observado alteraciones de la capa media de las arterias coronarias sugiriendo que la
sumersion esta asociada con una rapida e importante alteracion simpatica que produce un

espasmo de la arteria coronaria y lesién focal de los miocitos (150).
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4. Higado, bazo y rifion: en el higado se observa extension de sinusoides hepéticos e
incluso necrosis. En el bazo se muestra reduccién de nimero de eritrocitos que
parece relacionado con algunos mecanismos fisiopatologicos de la muerte (151).
En algunos rifiones se ha observado necrosis tubular aguda. Sakurada et al. (152)
demuestran que en muertes en hipotermia y sumersion en agua fria existe aumento
de la expresion HSP70 en el nucleo de los podocitos glomerulares con un patron
especifico.

5. Hueso temporal: se ha observado hemorragia timpanomastoidea, con edema severo
de la submucosa y petequias con congestion vascular sin inflamacion en la
submucosa y hemorragia en el espacio de aire timpanomastoideo (153). Una
hemorragia timpanomastoidea en ausencia de patologia auditiva, traumatismo
craneal, accidente cerebrovascular o diatesis hemorragica parece ser una fuerte
evidencia de apoyo a la muerte por sumersién debido a la creacion de una presion
negativa en la cavidad del oido medio suficiente para causar ruptura de vasos y
hemorragia. A microscopio se observa engrosamiento de epitelio peridstico sobre
todo en la boveda quirdrgica de la capsula ética (154).

6. Cuello: Es frecuente encontrar hemorragia intramuscular en cuello, cintura
escapular y parte alta de los brazos (imagen 31), sin embargo, hay que tener en
cuenta que las lesiones del cuello pueden estar causadas por inadecuada
recuperacion y trasporte de los cuerpos (155,156). Una alteracion muscular vital se

caracterizara por:

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

- Aparicién de estructuras fibrilares longitudinales patoldgicas.
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Imagen 31. Hemorragias cervicales y manchas de Paltauf.

7. Dientes de color rosa: a consecuencia de la hemolisis por la exudacion de los
derivados de hemoglobina a través de los tubulos de dentina.

8. Raiz adrtica: En un 5% de los casos de sumersién en agua dulce se observa
decoloracion hemolitica de la intima de aorta que puede ser debido a hiponatremia
y hemolisis por hemodilucion en el ventriculo izquierdo (134,157).

9. Mucosa gastrica: Se puede observar el signo de Boerhaave (rotura de eséfago a
consecuencia de vomito) y el signo de Mallory-Weiss (desgarro de la mucosa lineal
en union cardio-esoféagica) (158).

10. Mudsculo esquelético: Girela et al. (159) estudiaron los cambios estructurales que
ocurren en el musculo esquelético de ratas inmediatamente después de muerte por

sumersion encontrando rabdomiolisis junto con intensa anoxia.

1.2.8.2. Bioldgicos.

El estudio de las pruebas biolégicas complementarias tiene como finalidad poner
de manifiesto los cambios fisiopatoldgicos que ocurren durante el proceso de sumersion.
Piette (160) considera que para llegar a un diagndstico en la asfixia por sumersion se
necesitan la presencia de hongo de espuma en nariz y boca, enfisema pulmonar o edema
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acuoso, manchas de Paltauf, incremento del peso de los pulmones, pulmones crepitantes
al tacto, cuerpos extrafios en los bronquios y espuma, acompafiado del test de diatomeas
y del estudio de estroncio. En las fases iniciales de la sumersion cuando se produce una
inspiracion bajo el agua se produce el paso tanto de particulas pequefias como de liquido
de sumersién al torrente circulatorio al producirse lesiones en las membranas de los

alveolos.

Los primeros trabajos en este campo fueron realizados por Corin y Stockis (161)
mediante el estudio de elementos cristalinos que se encuentran presentes en el liquido de
sumersion; debido a su dificultad se abandonaron estos procedimientos. Asi se dirigio el
estudio hacia las diatomeas, si bien hoy en dia sigue existiendo gran debate en relacion a

su validez.

La prueba mas importante para el diagndstico de sumersion es la identificacion de
diatomeas gracias a la gran estabilidad postmortem que presentan en los tejidos humanos
(162).

Las diatomeas son algas unicelulares eucariotas de la clase Bacillariophyceae
presentes tanto en agua dulce como salada, tierra, mar y aire. Su tamafio varia entre las
2um a mas de 500um, midiendo la mayoria entre 10 y 80um de longitud o diametro. Su
pared celular contiene alta cantidad de silice, denominandose “fratula” a la parte silicea
entera de la diatomea, que presenta las caracteristicas de dureza, resistencia al calor, a la
descomposicion y a la accion de acidos fuertes. Existen diferentes clasificaciones, siendo
la basada en la salinidad del medio en el que se desarrollan de especial interés en medicina
forense. Es necesario su andlisis por un especialista debido a la gran variabilidad que

existe.

Su aplicacién se basa en que las diatomeas penetrarian junto con el liquido de
sumersion, atravesarian las membranas alveolares y se diseminarian por los 6rganos a
través del torrente circulatorio, siendo identificadas en médula, higado, bazo, cerebro o
rifiones. Para que esta diseminacion tuviera lugar el fallecido objeto de estudio deberia
encontrarse vivo al caer al agua ya que en el sujeto fallecido al no existir circulacion las

diatomeas solo se encontrarian a nivel pulmonar y no en el resto de los 6rganos. Las
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particulas cuyo tamafio sea menor de 30 podran potencialmente atravesar la interfase
alveolo-capilar e ingresar a la circulacion general (163,164).

Sin embargo, no ha sido posible identificar diatomeas en todos los cadaveres que
han sufrido sumersion en agua dulce (165,166) extendiéndose por algunos autores que en
mar abierto tampoco serian un marcador fiable (167). Ademas, Tomonaga (168) y
Nanikawa y Kotoku (169) han identificado diatomeas en sujetos cuya causa de
fallecimiento no ha sido la sumersion pero que habian permanecido en agua, afirmandose

que el hallazgo de diatomeas en pulmones es inespecifico (130).

Segun Lunettay Modell (109) las principales causas de error de este test diagndstico

son.

1. Falsos positivos: hallazgo de diatomeas en pulmones y otros drganos de

fallecidos por causas diferentes a la sumersién puede tener su origen en:

« Contaminacion antemortem: ingestion de alimentos con alto contenido en
diatomeas (vegetales, mariscos, cervezas) o inhalacion de diatomeas en
fabricas de materiales de construccion y aislantes o al fumar cigarrillos o bien
en suspension en el aire.

» Penetracién postmortem: por sumersion prolongada en agua a alta presion
hidrostéatica, a través de heridas producidas en vida o durante la aplicacion de
maniobras de reanimacion con ventilacién artificial en cadaveres recuperados
del agua.

« Contaminacion durante la preparacion de las muestras: por ropas del cadaver,
en la ejecucion de la autopsia, a través de instrumental por agua y reactivos o
por material de vidrio utilizado.

« Otras fuentes: inhalaciébn de agua por buceadores o nadadores, paso
transplacentario de diatomeas, contaminacién de pancreas y vesicula por paso
retrégrado desde duodeno o en exhumaciones por contaminacion por el serrin

que pueda tener el atadd.
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2. Falsos negativos: casos en los que no se identifican diatomeas en muertes por

sumersion como puede ser:

» Baja concentracion de diatomeas en medio de sumersion: las diatomeas sufren
variaciones estacionales, siendo méas abundantes en los meses de primavera y
otofio.

« Escasa cantidad de liquido inhalado.

» Pérdida de diatomeas durante el proceso de preparacion de las muestras: las
técnicas de extraccion necesitan la destruccion previa utilizandose la digestion
quimica con &cido nitrico o sulfurico (170,171), solubilizantes como el
Solueno-350 (no recomendable par diatomeas en agua salada) (172,173) o
enzimas como la proteinasa K con el dodecil-sulfato-sodico (174). La reaccién
en cadena de la polimerasa (PCR) constituye un método alternativo para
diatomeas en agua salada (175). Zhao et al. (176) han descrito un método
cualitativo y cuantitativo mas sensible y especifico basado en la técnica de
digestion por microondas, filtracidn a vacio y deteccion mediante microscopio

electrénico de barrido automatizado.

Cabe destacar que debe hacerse un estudio comparativo de las diatomeas halladas
en el fallecido por sumersion con las diatomeas halladas en el medio de sumersion donde
fue hallado el fallecido (13,165,170,177,178).

La toma de muestras debe llevarse a cabo al mismo tiempo que la recuperacion
del cadaver en recipientes estériles de un litro de capacidad y de agua de superficie y a

diferentes profundidades. Deben mantenerse a 4°C hasta su manipulacion (37).

Para que los resultados sean aceptables debe existir:

« Concordancia taxondmica, cualitativa y cuantitativa entre las diatomeas
encontradas en el cuerpo y en el medio de sumersion.
» Estricto protocolo para evitar la contaminacion durante el proceso de

preparacion de muestras.
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« Exclusion de los resultados de diatomeas que potencialmente puedan ser

“contaminantes”.

Se ratificard el diagnostico de sumersion cuando la cantidad de diatomeas en
organos de gran circulacion considerados con valor diagnéstico sean elevada y cuando
exista coincidencia entre las diatomeas halladas en el liquido de sumersion y las
encontradas en el cadaver. En lineas generales, para considerar el test como positivo se
deben recuperar més de 5 valvas por cada 10 g de muestra de tejido cadavérico (179). Se
considerara resultado inespecifico cuando solo se hallen diatomeas en los pulmones por
no poder excluir la posibilidad de penetracion pasiva desde el medio acuoso (162,177).

Zhao et al. (180,181) proponen el uso de un nuevo método por microscopia
electrénica de barrido (SEM auto-VF-1500) para el estudio de las diatomeas en tejidos.
Ademaés, proponen un analisis cuantitativo en tejido pulmonar combinado con el analisis
de diatomeas en el medio de sumersion como método de apoyo para determinar la muerte

por sumersién en un cuerpo recuperado del agua (180).

Como método alternativo a la investigacion de diatomeas, encontramos:

+ ldentificacién de protozoos ciliados (182) para los ahogados en agua dulce.

» Estudio de algas verdes (183) con Solueno-350 que no digiere las paredes de las
células de las algas verdes. También se ha propuesto el analisis de la clorofila del
plancton en muestras de pulmaén con espectrofluorofotometro (184).

« Analisis bacterioldgico: usando la sangre femoral del cadaver recuperado de agua
y comparandolo con la presencia de ciertas bacterias de fallecidos por otras
causas:

v Mishul’skii (185) comprobé que la Ps. Putida y la Ps. Fluosescens no estaban
presentes en la sangre de sujetos control y si en ahogados.

v Lucci y Cirnelli (186) demostraron la presencia de bacterias tipicas de
contaminacion fecal de las aguas en sangre de ambos ventriculos, arteria
femoral y vena femoral en el 100% de ahogados tanto en agua dulce como

salada.
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v’ Kakizaki et al. (187-189) estudiaron crecimientos de baterias bioluminiscentes
sugiriendo sus resultados que la presencia de éstas podria ayudar al
diagnostico de la asfixia por sumersion.

v Aoyagi et al. (190) por técnicas de PCR en sangre detectaron fragmentos de
ADN de Aeromonas sobria.

v Uchiyama et al. (191) detectaron ocho especies de bacteriplancton de agua
dulce o salada utilizando PCR, siendo sensibles y especificos, menos
laboriosos y de alto rendimiento.

» Estudio de la expresion de genes reguladores de la homeostasis del agua
(Aquaporin) para diferenciacion de sumersion en agua dulce y salada, observando
una disminucion en la expresion del gen Aquaporin-5 intrapulmonar en los casos
de ahogados en aguas dulces (192-194).

 Identificacion genética de algas del fitoplancton mediante PCR, pudiendo detectar

nanoplancton, microplancton o picoplancton (195-199).

1.2.8.3. Bioquimicos.

La tanatoquimia o bioguimica cadavérica fue definida por Luna (200) como "el
estudio de los parametros bioguimicos en el cadaver para resolver los problemas que

surgen en el diagnostico de la causa y las circunstancias de la muerte".

En 1902 Carrara (201) comprobd la dilucion desproporcionada de la sangre
contenida en ventriculo izquierdo de ahogados en agua dulce frente a los ahogados en
agua salada y determind peso especifico, punto de congelacion y conductividad eléctrica
para diferenciar estos tipos de sumersién. Posteriormente Gettler (202) propone la
medicion de la concentracion de cloruros en sangre de cavidades cardiacas izquierdas y
derechas cuyas concentraciones varian en caso de sumersion vital en agua dulce y salada.
Moritz (203) intenta el uso del magnesio y Freimuth y Sweann (204) proponen la
medicion de la densidad el plasma en la sangre de cavidades izquierdas y derechas del

corazon.
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Las muestras deben ser obtenidas durante el periodo postmortem precoz (antes de

la instauracion de los fendmenos cadavéricos) (205).

Segun Maeda et al. (206) los requisitos de los marcadores a estudiar deben ser:
respuesta rapida, estabilidad postmortem, poder de discriminacion (especificidad y
sensibilidad), de bajo coste y féacil acceso, y de facil y rapido andlisis para la deteccion,
estandarizacion y aseguramiento de la calidad. Se diferencian 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.

La penetracion de agua en el organismo, bien sea dulce (hemodilucion) o salada
(hemoconcentracion) que ocurre en la sumersion en el ventriculo izquierdo y la difusion
de sustancias del medio de sumersion a la sangre de dicho ventriculo provocan
variaciones en los elementos quimicos en la sangre de ventriculo izquierdo que pueden
utilizarse en comparacidn con los elementos quimicos de la sangre del ventriculo derecho,

que deben permanecer estables, para el diagndstico de sumersion vital.

La quimica cadavérica presenta particularidades con respecto al sujeto vivo al estar
influidos por factores exdgenos y enddgenos debidos a la fase de agonia, tratamientos,
autolisis y putrefaccion, pudiendo ser diagndstico de sumersion un parametro que se
demuestre que no sufre modificacion postmortem. Ademas, cuanto mas precoz sea la
autopsia mas parametros bioquimicos se podran utilizar, pero sobre todo los de mayor
valor diagndstico: glucosa, urea, creatinina, electrolitos, enzimas, antigenos y

anticuerpos, etc (207).

La sangre procedente de ventriculo derecho se encuentra influenciada por recibir la
sangre de cavas y con ello contaminarse en los procesos agénicos y por autolisis de
pancreas y difusion de contenido gastrico (207), de tal manera que se ha investigado en
otros fluidos corporales (sangre periférica, liquido cefalorraquideo, humor acuoso, humor
vitreo, etc), asi que la muestra para ser uatil deber ser de un material bioldgico

anatomicamente bien protegido, carecer de elementos celulares en suspension para
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reducir efectos de lisis celular y deberia presentar facil accesibilidad para obtencion
répida y sencilla durante la autopsia (208-213).

Para evitar errores en el diagndstico por sumersion hay que utilizar muestras de
sangre en periodo precoz postmortem (menos de 48 horas) y usar marcadores bioquimicos
que no sufran modificaciones como consecuencia de los procesos asociados a la
aspiracion de agua y que no sean enmascarados por las variaciones debidas a la

sedimentacion y la putrefaccion de la sangre (41), entre ellos encontramos:

- Estroncio:

El estroncio es un elemento ampliamente difundido tanto en la corteza terrestre,
mar y en los rios, siendo muy variable su concentracion, de tal manera que es
muy importante el anlisis del agua en la que ha sido hallado el cadaver. La
concentracion de estroncio en personas sanas varia de 16-43 microg/L (214)
pudiendo variar segun el agua y los alimentos consumidos y los farmacos con
estroncio para el tratamiento de la osteoporosis (215-217), pudiendo alcanzar
segun Piette et al. (218) en sangre valores de hasta 95 microg/L.

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

diagnostico de sumersién (160,219) ya que:

e Atraviesa la membrana alveolo-capilar y penetra en la circulacion.

e Esté presente en grandes cantidades en el medio de sumersion y en pequefias
cantidades en la sangre de personas sanas.

e No penetra en la circulacién a través de aparato digestivo o por fendmenos de

difusion postmortem.

Azparren et al. (214,220,221) demostraron que, en los casos tipicos de asfixia
por sumersion en agua salada, las diferencias en las concentraciones de estroncio
entre sangre de ventriculo derecho e izquierdo eran superiores a 70 microg/L y
que valores inferiores a 30 microg/L eran indicativos de sumersion atipica (sin

aspiracion de agua durante el periodo vital por laringoespasmo, inhibicién vagal
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0 sumersion postmortem). Posteriormente (221) 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 un marcador poco
proclive a experimentar errores analiticos. Se comprobo que los valores medios
de estroncio en sangre eran mucho més elevados en fallecidos por sumersion que
por otras causas (222). Pérez-Cérceles et al. (223) demostraron que el estroncio
era un buen marcador tanto para el diagnostico de muerte por sumersion como

para la diferenciacion entre muertes en agua dulce y salada.

Aungue en agua dulce existe gran variacion en los resultados de estroncio,
comprobaron que en el 32% de los cuerpos hallados en agua dulce la
determinacion de estroncio podia permitir el diagnostico por sumersion con
cierto grado de confianza (40). En 2007 (224) estudiaron la relacion de los
niveles de estroncio con la edad y el sexo, la temperatura del agua y el peso de
los pulmones no observandose diferencias significativas en las concentraciones
de estroncio en sangre de ventriculo izquierdo en funcion del sexo o la edad pero
si en la cantidad de estroncio absorbido hacia torrente sanguineo entre la
sumersion en agua dulce frente a agua salada y entre ahogamiento en agua fria
frente a agua tibia. También realizaron estudios (225) en relacion al aumento de
peso del pulmoén y la cantidad de estroncio absorbido como utilidad diagnéstica
de la sumersion encontrando diferencias significativas entre casos de sumersién
y no sumersion al comparar el peso de pulmén y corazén en oposicion a la

relacion de peso de pulmones y peso de corazon.

Hay que tener en cuenta que en los casos en los que no se superan los 3 dias
desde la muerte, existen pocas evidencias que sugieran la difusion postmortem
del estroncio del agua a la sangre (40,223).

- Otros marcadores bioquimicos:

1. El boro podria ser atil como marcador de sumersiones en agua de mar, sin

embargo, su analisis rutinario es practicamente imposible ya que resulta dificil
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evitar la contaminacion de muestras de sangre con el boro de los borosilicatos
de los vidrios (162).
2. El magnesio como marcador de sumersion tiene menor sensibilidad en la

deteccidn de las aspiraciones de agua salada respecto al estroncio (162).

Lorente et al. (25), estudiaron la osmolaridad del plasma y las concentraciones de
cloro, magnesio y potasio. Yu-Chuan et al. (226) estudiaron las concentraciones de fluor.
Jeanmondod et al. (227) determinaron los valores del punto de congelacion de la sangre

contenida en ambos ventriculos.

Se han estudiado con desigual resultado las modificaciones del magnesio, potasio
y cloro en humor vitreo y acuoso (228,229) y magnesio en los fluidos cerebroespinales
en ahogados en agua salada (230) concluyendo que las modificaciones tienen un

significativo valor diagndstico en las muertes por sumersion.

Zhu et al. (231) estudiaron el comportamiento de las concentraciones de cloro,
sodio, calcio, magnesio, ureay creatinina en la sangre de ambos ventriculos en fallecidos
en agua dulce y salada, llegando a la conclusion de que dichos resultados son Utiles para
diferenciar la sumersion en agua dulce y salada siempre que la toma de muestras se realice
precozmente. Estudiaron también la troponina T en suero y liquido pericardico cuyos
resultados son de utilidad para diferenciar los cuadros de infarto de los de sumersion y de
graves hipotermias. Posteriormente (232) estudiaron concentraciones de urea, creatinina
y é&cido urico en sangre y liquido pericardico encontrando valores bajos en la
concentracion de urea en sangre de corazén izquierdo y en liquido pericardico al
compararlos con valores obtenidos en corazdn derecho y sangre periférica a consecuencia
de la dilucién de la sangre de venas pulmonares por la entrada de agua. En 2003 (233)
estudiaron los pesos de pulmones en relacion con los componentes biogquimicos
(nitr6geno ureico, sodio, cloruro, calcio y magnesio) tanto de sangre ventricular como de
liquido pericardico evidenciando correlacion inversa de los componentes bioquimicos en
relacion con el peso de los pulmones llegando a la conclusion de que el analisis de
marcadores séricos y pericardicos en relacion con el peso de pulmdn son utiles para
evaluar la composicion de la concentracion media de aspiracion al investigar la muerte

por sumersion.
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De La Grandmaison et al. (124) estudiaron las concentraciones de hierro en la
sangre de cavidades derechas e izquierdas cardiacas encontrando diferencias

significativas en sumersion en agua dulce.

Li et al. (234) trabajaron en las concentraciones de calcio y magnesio en liquido
pericardico con el resultado de que las concentraciones eran significativamente superiores

en los casos de sumersion en agua salada en relacion a otro tipo de muertes.

Matoba et al. (235) estudiaron concentraciones de sodio, cloro, calcio y magnesio
en liquido pleural, pudiendo diferenciar entre sumersiones en agua dulce y salada.

Maraschi et al. (236) investigaron el silicio encontrando que la diferencia entre la
concentracion de ventriculo derecho e izquierdo era significativamente mayor en los
casos de sumersion, pudiendo ser utilizado ademas para la diferenciacidn entre sumersién
en agua dulce y salada. Por su parte Pierucci et al. (237) estudiaron la fraccién insoluble

de silicio en sangre de ventriculo izquierdo y derecho, llegando a la misma conclusion.

El péptido natriurético auricular (ANP) es un polipéptido secretado por las células
del musculo cardiaco, de efecto vasodilatador y relacionado en el control homeostéatico
del agua corporal, potasio, sodio y tejido adiposo. Fue estudiado por Anderson et al. (238)
comprobando su elevacién plasmatica al igual que la eliminacion urinaria de sodio
durante la inmersion en agua termoneutral en el hombre. Lorente et al. (239) en un trabajo
experimental en conejos concluyeron que la determinacion del ANP era til para el
diagnostico de la sumersién vital y para el diagndstico diferencial entre sumersion en agua
dulce y salada. Zhu et al. (240) estudiaron el ANP y el péptido natriurético cerebral (BNP)
en liquido pericardico, encontrando elevacion del ANP en contraste con leve aumento de
BNP tanto en ahogados en agua dulce como salada. En 2012 Chen et al. (241) utilizaron
la patologia molecular de ANP y VNP en miocardio para diferenciar la disfuncién
cardiaca como posible causa de muerte o factor secundario en sumersién o asfixia
mecanica, encontrando que la expresion del RNA mensajero de ANP y BNP eran

significativamente méas bajo en muertes subitas cardiacas.
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Quan et al. (242) estudiaron la ubicuitina en neuronas de sustancia negra por
métodos inmunohistoquimicos en diferentes tipos de asfixias mecénicas encontrando una
tincion difusa de este marcador mas frecuente en asfixia por sumersion que en otros tipos

de asfixias.

Pérez-Carceles et al. (243) estudiaron estroncio, magnesio, sodio, cloro, calcio,
hierro, urea, creatinina y troponina cardiaca T tanto en sangre periférica, ventriculo
derecho e izquierdo, encontrando concentraciones mayores en ventriculo izquierdo como
resultado de la aspiracion de agua; niveles méas elevados de hierro y urea en ventriculo
derecho en sumersion en agua salada y niveles mas elevados de magnesio y creatinina en
ventriculo derecho en sumersion en agua dulce como consecuencia de la hemodilucién y

hemoconcentracion respectivamente.

Yajima et al. (244) proponen para el diagnostico diferencial entre sumersion en
agua dulce y agua salada la sumacién de los iones sodio, potasio y cloro de liquido pleural.
Deliligka et al. (245) plantean la determinacién postmortem de los niveles de troponina 1
cardiaca con objeto de la deteccién de dafio miocardico previo a modo de factor
contribuyente a la muerte por sumersion en agua de mar y la medicion de los niveles de
magnesio y calcio para diferenciar entre sumersién en agua salada y lesion miocéardica

previa.

En 2017 (246) se estudiaron 19 elementos traza (aluminio arsénico, bario, boro,
bromo, cadmio, calcio, cobre, estroncio, hierro, litio, magnesio manganeso, molibdeno,
niquel, plomo, potasio, selenio y zinc) en sangre de ventriculo derecho, ventriculo
izquierdo, sangre periférica y humor vitreo, encontrandose que las concentraciones de
estroncio, magnesio, boro y calcio en sangre presentaban concentraciones
significativamente superiores en las muertes por sumersion frente a otro tipo de muertes
y que a su vez permitian diferenciar entre sumersion en agua dulce y salada. Ademas, la
determinacion conjunta de estroncio, magnesio, calcio, boro y litio permitian clasificar al
83% los casos de sumersion en agua salada. Las concentraciones de bromo en sangre de
ventriculo izquierdo eran superiores en los casos de sumersion en agua salada, mientras
gue las concentraciones de hierro eran superiores en los casos de sumersion en agua dulce.

La determinacion conjunta de zinc, bario, estroncio y magnesio permitia mejorar la
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capacidad de discriminacion para la identificacion de muertes por sumersion en agua

dulce, aunque con precauciones.

En humor vitreo se ha estudiado la variacion de las concentraciones de sodio y cloro
para la diferenciacion de sumersion en agua dulce y salada (247), encontrando que en los
casos de sumersion en agua dulce los niveles de sodio se reducen pero que es debido a

una difusion postmortem entre el ojo y el agua circundante.

Por otro lado, en 2017 (246) se confirman las concentraciones de estroncio en
humor vitreo como un buen marcador para el diagndstico de muerte por sumersion,
especialmente en agua salada, siendo también buenos marcadores el magnesio, bromo y

boro.

1.2.8.4. Radioldgicos.

La tomografia axial computerizada (TC) puede resultar de utilidad en los casos en
los que por cualquier motivo no se pueda realizar una autopsia convencional. Kawasumi
et al. (248,249) hallaron una mayor acumulacion de liquido en senos paranasales, senos
maxilares y esfenoidales en casos de sumersion. Ambrosetti et al. (250) realizaron
mediciones de la diferencia de densidad de la sangre dentro de las camaras cardiacas
mediante tomografia computerizada multidetector. Filograna et al. (251) encontraron en
un caso de un nifio de 18 meses de edad al realizar una tomografia axial computerizada
completa la presencia de fluido espumoso en la via aérea superior, trdquea y bronquios
junto a opacidades pulmonares nodulares de vidrio esmerilado, y con la exclusion de otras
causas de muertes, se concluyo el fallecimiento como una sumersion. Sin embargo, para
Astrid et al. (252) no es posible distinguir de forma fiable mediante la realizacién de
tomografia axial computerizada signos especificos que diferencien la sumersion de otros

tipos de asfixia mecanica.

Rutty et al. (253) proponen el uso de biopsias guiadas por tomografia axial
computerizada con el fin de obtener muestras de dérganos para realizar muestreo de

bacteriplacton en el diagndstico de sumersion.
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1.2.8.5. Componentes alveolares que pueden ser hallados en la circulacién

general.

Segun Piette y De Letter (160), los componentes alveolares presentes en el pulmon
van a ser desplazados por el arrastre a consecuencia de la entrada del liquido de sumersion
desde su localizacion hasta la circulacion general a raiz de la ruptura de las paredes

alveolares.

Reiter (254) puso de manifiesto la presencia de células de fumadores en sangre de
ventriculo izquierdo en las victimas de sumersién, pero solo es aplicable en fumadores,

sin proliferar estudios en este campo.

Por otra parte, el surfactante pulmonar ha sido objeto de numerosos estudios. Es un
complejo lipoproteinico que recubre la superficie alveolar pulmonar, siendo sintetizado
por las células epiteliales alveolares tipo 1, cuya funcion es reducir la tension superficial
en la interfase aire-liquido. Existen cuatro proteinas especificas del surfactante, dos
hidréfilas (SP-A y SP-D) y otras dos hidrofdbicas (SP-B y SP-C), cuyo significado

funcional no es bien conocido.

SP-A es la proteina mas abundante del surfactante pulmonar y en situaciones de
asfixia, dafio alveolar o sindrome respiratorio agudo cursan con aumento de esta proteina
en sangre dando lugar a alteraciones en el patron inmunohistoquimico del pulmén de tal
manera que puede analizarse mediante técnicas inmunohistoquimicas, bioquimicas o por

biologia molecular.

Giammona y Modell (94) encontraron resultados sobre el surfactante pulmonar en
sumersion en agua dulce y salada, siendo estos mas intensos y evidentes en los casos de

agua dulce.

Lorente et al. (255) estudiaron la estabilidad del surfactante pulmonar y
determinaron una estabilidad aceptable las primeras 24 horas, sufriendo deterioro
progresivo entre 48-72 horas; estudiaron las modificaciones de las proporciones en los

distintos fosfolipidos (fosfatidilcolina, fosfatidiletanolamina y fosfatidilglicerol) en
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lavados pulmonares de conejos ahogados (256), demostrando diferencias entre
sumersiones en agua dulce, salada y grupo control estableciendo que permitian distinguir

entre dichos supuestos.

Kamada et al. (257) estudiaron la proteina D del surfactante pulmonar (SP-D)
encontrando niveles elevados en sangre de ahogados, siendo més elevadas en caso de

agua salada que agua dulce.

Zhu et al. (258) investigaron la distribucion inmunohistoquimica de la proteina A
del surfactante (SP-A) y encontraron inmunotincion mas intensa y densa de la proteina
en ahogados, sindrome de las membranas hialinas y en casos de aspiracion perinatal del
liquido amnidtico. Posteriormente en 2002 (259) evaluaron niveles séricos de SP-A 'y su
distribucion pulmonar en ahogados en agua dulce y salada hallando que en sumersiones
en agua dulce existia mayor acumulacion granular intra-alveolar. En 2003 compararon
los niveles séricos de SP-A en sangre de ambos ventriculos en caso de sumersion en agua
dulce, salada o por infarto agudo de miocardio, encontrando concentracion
significativamente elevada de dicho marcador en ahogados en agua dulce, aunque dichos
datos se solapaban con los casos de sumersion en agua salada y fallecidos por infarto
agudo de miocardio (231).

Pérez-Carceles et al. (223) estudiaron los hallazgos microscépicos en relacién a la
expresion inmunohistoquimica de SP-A en l6bulos superiores e inferiores de pulmon en
distintas causas de muerte permitiendo diferenciar los casos de asfixia con otros tipos de

muerte y los casos de sumersion con otros tipos de asfixia.

Stemberga et al. (260) y Quan et al. (261) encontraron aumento significativo de SP-
A con estudios inmunohistoquimicos y bioquimicos en las victimas por sumersion y en
fallecidos con dafio pulmonar por insuficiencia respiratoria aguda ademas de disminucién

en fallecidos por hipotermia.

Miyazato et al. (262) estudiaron la patologia molecular de la lesion pulmonar en
muertes por sumersion en comparacion con otras asfixias y con muertes por hipotermia

mediante los niveles de expresion del RNA mensajero (MRNA) de SP-A, SP-D y de
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varias citoquinas en muestras de pulmén, encontrando niveles de mRNA de ambas
proteinas en casos de sumersion y asfixias mecanicas en comparacién con los casos de
hipotermia. No obstante, los niveles de mMRNA de citoquinas fueron mas elevados en
casos de sumersion. Esto sugiere caracteristicos patrones moleculares del dafio pulmonar
en casos de sumersion que implican la activacion de los reactantes de fase aguda con
supresion de los surfactantes pulmonares frente al aumento en la expresién de mMRNA en

los casos de muerte por hipotermia.

1.2.8.6. Protedmica en patologia forense.

La protedmica estudia el conjunto de las proteinas celulares, su funcién, su
estructura y los cambios que ocurren en las proteinas en las diferentes situaciones a las
que se pueden ver sometidas las células por accion del entorno (263). El término proteoma
fue introducido por Marc Wilkins en 1995 para designar al conjunto de proteinas que una

célula contiene y puede expresar (264).

Al ser los marcadores proteicos resistentes al paso del tiempo y a las condiciones
fisicas y ambientales pueden dar informacion sobre la fisiologia de los fallecidos,
microorganismos patdgenos, sustancias toxicas o identificacion de insectos o plantas
(265).

Con el avance en la genética y la protedmica a nivel de la medicina clinica y sus
aplicaciones, se han llevado a cabo estudios a nivel de patologia forense como por
ejemplo las mutaciones que pueden ocurrir en muertes subitas en lactantes, evidenciar
mutaciones que han dado lugar a muertes violentas de tipo accidental que inicialmente se
categorizaron como violentas suicidas 0 mutaciones que llevan a muerte subita cardiaca

en jovenes adultos pudiendo asesorar a familiares (266).

Ademas, la protedmica se ha desarrollado en el estudio de los cambios que se
producen en las proteinas para el estudio del intervalo postmortem de muestras de
musculo esquelético (267), estudio de sangre venosa de individuos fallecidos por dafio

cardiaco (268) o estudio de proteinas de pacientes fallecidos por dafio cerebral (269,270).
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La sumersion supone unas 360.000 muertes anuales a nivel mundial, representando
el 7% de todas las muertes violentas (271). Segun la OMS, esta cifra se eleva a 450.000
muertes al afio (42). Por el incremento en las actividades ludicas y deportivas acuaticas
ha aumentado en todo el mundo en los dltimos afios (272) asi como por el aumento de
catastrofes naturales producidas por el agua (inundaciones, tormentas tropicales,
huracanes e incluso tsunamis) (273,274).

El diagndstico postmortem de la sumersion y las diferentes caracteristicas
relacionadas con el medio ambiente siguen siendo objeto de estudio, con el fin de mejorar
su investigacion. El diagnostico se basa en gran medida en los resultados de la autopsia,
con la realizacion de pruebas complementarias y la exclusion de otras causas de muerte,
interpretados en el contexto de las circunstancias de la muerte y con la ayuda de la
histopatologia clésica, reforzada hoy con estudios como la proteina A del surfactante, asi
como de otros elementos de laboratorio como el estroncio y magnesio. En cadaveres
recuperados en avanzado estado de putrefaccion se hace aun mas dificil el diagndstico y
la data de la misma (160).

Las investigaciones realizadas en el campo de la bioquimica, histologia e
inmunohistoquimica han revelado resultados de aplicacion en el diagnostico postmortem
de la sumersién, contando con métodos utiles para el diagnostico diferencial entre
sumersion en agua dulce y salada (223,243,275-278). La protedmica al permitir la
identificacion de proteinas asociadas a una patologia y su comportamiento podrian ser de
utilidad en el campo de la patologia forense (279), si bien actualmente se centra en

determinar el intervalo postmortem (267,280,281).

Ademas, el estudio de elementos traza tanto en sangre como en humor vitreo en
bajas concentraciones que se hayan presentes en el agua de sumersion pueden contribuir

al diagndstico se sumersion.

El objetivo general del estudio fue analizar elementos traza tanto en sangre como
en humor vitreo en distintas causas de muerte y su posible aplicacion en el diagndstico

de la muerte por sumersién y la posible aplicacion de la protedmica.
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Los objetivos especificos en los que se centra este estudio son:

1. Determinar las concentraciones de siete elementos traza en sangre de ventriculo
derecho, sangre de ventriculo izquierdo, sangre periférica y humor vitreo en

casos de muerte por sumersion y otras causas de muerte.

2. Estudiar si existen diferencias estadisticamente significativas en las
concentraciones de estos elementos traza en muertes por sumersion y otras

causas de muerte.

3. Analizar si existe correlacion significativa entre los elementos traza en sangre,

humor vitreo y el medio de sumersion.

4. Analizar si existe correlacion significativa entre el intervalo postmortem y los

elementos traza en sangre y humor vitreo.

5. Investigar el perfil protedmico en casos forenses como herramienta valiosa para
mejorar el conocimiento de la fisiopatologia de la sumersién y su posible

aplicacidn para el diagndstico y tratamiento en los casos de supervivencia.

6. Establecer un posible protocolo diagndstico basado en el uso de elementos traza
y el andlisis protedmico como herramientas complementarias en el diagndstico

certero de la asfixia por sumersion.
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3.1. INVESTIGACION BIOQUIMICA DE FLUIDOS.

3.1.1. Casos forenses. Disefio del estudio.

La muestra del estudio estuvo formada por 137 autopsias médico legales, siendo
111 (81%) de las mismas muertes por sumersion en agua salada, mientras que los 26
restantes (19%) correspondieron a muertes por otras causas (figura 1) (16 (11,7%) de ellas
correspondieron a muertes por otro tipo de asfixias y 10 (7,3%) de ellas a otras causas de

muerte).

Los casos fueron clasificados en dos grupos segun causa, lugar y circunstancia de
la muerte, asi como por los hallazgos macroscopicos de autopsia (hongo de espuma en
vias respiratorias y cavidad bucal, liquido de sumersion en estdmago y duodeno, aumento
de peso de pulmones, tamafio de cavidades cardiacas), en dos grupos: muertes por

sumersion y otras causas.

En los casos de sumersion en los estudios histologicos (tincion hematoxilina-
eosina) se evidencié edema y dilatacion intraalveolar de los espacios alveolares, con
compresion secundaria de los capilares septales.

H SUMERSION
H OTRAS CAUSAS

Figura 1. Distribucidn del total de muestras por grupos diagndsticos.
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De las 137 muestras, 115 fueron varones (83,9%) y 22 fueron mujeres (16,1%)
(figura 2).

H HOMBRE
4 MUJER

Figura 2. Distribucidn del total de muestras por grupos de sexo.

Todas las autopsias fueron llevadas a cabo en el Instituto de Medicina Legal y
Ciencias Forenses de Céadiz, siendo aprobado el estudio por el Comité de Etica de
Investigacion de la Universidad de Murcia. (ID: 1898/2018, fecha de aprobacion
13/4/2018).

3.1.2. Extraccion de las muestras.
Las muestras obtenidas de cada cadaver fueron sangre de ventriculo derecho (VD),
sangre de ventriculo izquierdo (V1) y sangre periférica (SP) obtenida de vena femoral y

humor vitreo ademas de agua del medio donde se recogio el cadaver en los casos de

muerte por sumersion.

3.1.3. Recogida de muestras.

MATERIAL Y METODO 98



INVESTIGACION BIOQUIMICA Y APROXIMACION PROTEOMICA DE FLUIDOS BIOLOGICOS EN MUERTES POR SUMERSION

Se extrajeron 5 ml de sangre de cada una de las localizaciones en un vial con EDTA.
Las muestras de ventriculo izquierdo y ventriculo derecho se obtuvieron por puncién a
través de vena cava o auricula derecha (sangre de VD) y aorta o ventriculo izquierdo
(sangre de VI), en ambos casos por puncidn intracardiaca una vez retirado el pericardio
para evitar contaminacion. Las muestras de sangre periférica se obtuvieron por puncién
de arteria femoral, bien por puncién intramuscular 0 mediante acceso a través de
diseccion del triangulo de Scarpa. Las muestras fueron conservadas a -70°C y
transportadas en frio hasta el Area de Medicina Legal y Forense de Murcia para la

realizacién del estudio.

Las muestras de humor vitreo se obtuvieron por puncion de globo ocular derecho
mediante agujas de calibre 20 por puncion en epicanto externo, procediéndose a
almacenarlas a -70°C de igual manera que las muestras de sangre. Solo se analiz6 el
humor vitreo de globo ocular derecho ya que estudios previos sefialan la no existencia de
diferencias estadisticamente significativas en la concentracion de elementos traza entre

ambos globos oculares (282-284).

Se obtuvieron muestras de agua (100 ml) del lugar del suceso en el caso de las

muertes por sumersion que también fueron conservadas a -70°C.

3.1.4. Analisis quimico.

En todas las muestras recogidas se llevaron a cabo procedimientos analiticos para
la determinacion de 7 elementos traza: Boro (B), Bromo (Br), Calcio (Ca), Estroncio (Sr),
Litio (Li), Magnesio (Mg) y Potasio (K). El analisis se llevo a cabo en el Servicio de

Apoyo a la Investigacion Tecnologica de la Universidad Politécnica de Cartagena.

3.1.5. Preparacion de las muestras.
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Las muestras fueron preparadas para la determinacion de los siete elementos en
sangre de ventriculo derecho, sangre de ventriculo izquierdo, sangre periférica, humor
vitreo y agua del medio de sumersidn usando espectrometria de masa de plasma acoplado
inductivamente (ICP-MS).

3.1.6. Plasma de acoplamiento inductivo con espectrometria de masas (ICP-
MS).

Una vez se realizo la preparacion de las muestras, se procedio a identificacion y
cuantificacion de los siete elementos estudiados mediante el uso de ICP-MS, para
determinar la masa de dichos elementos. Esta técnica presenta como ventaja el bajo limite
de deteccién de cantidad de elemento, lo que lo hace muy util para la deteccion de

elementos traza.

El equipo de ICP-MS fue el modelo Agilent 7500ce que presenta como
caracteristicas: automuestreador integrado (I-AS), camara de nebulizacion tipo Scott
doble paso refrigerada por Peltier a 2°C, nebulizador concéntrico MicroMist, bomba
peristaltica de alta precision con 3 canales y 10 rodillos, antorcha de cuarzo tipo Fassel
con inyector de 2,5 mm de didmetro, conos de niquel, generador de radiofrecuencia de
27,12 MHz y 1600 W, filtro de masas cuadrupolar hiperbélico, detector simultaneo
digital/analogico con 9 6rdenes de magnitud de intervalo dindmico lineal, celda de

colisién-reaccion con helio gas de celda y software MassHunter (285).

Se llevo a cabo la optimizacion para maximizar la sefial analitica y minimizar las
interferencias con una solucién de 1 pg/L de litio, cobalto, yodo, cerio y talio en HNO3
al 1%. Scandium, galio, rodio y talio se afiadieron a todas las muestras, estandares de
calibracion y blancos a concentracion de 40 pg/L tras el analisis de las muestras de sangre
en modo semicuantitativo para la seleccion de los estandares internos. La medicion de los
elementos se realizé en modo helio mientras que la cuantificacion de los is6topos se hizo
usando tres puntos centrales de los picos espectrales y el tiempo de integracion por punto
se ajusto a dos segundos con tres repeticiones para cada una de las determinaciones y una

velocidad de la bomba a 0,2 rps tanto en el analisis como en el lavado (285).
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La calibracion del equipo fue realizada por el método de estandares externos
mientras que las curvas de calibracion se hicieron con al menos ocho soluciones de
calibracién multielementales incluyendo el blanco de calibracion. Los coeficientes de
regresion lineal conseguidos fueron R%>0,999. Al comienzo de la secuencia analitica se
llevd a cabo la recta de calibracion; medicion de patrones control y blancos cada diez

muestras y al terminar el ensayo (285).

Las soluciones utilizadas se prepararon con agua ultrapura (18,2 MQ-cm de
resistividad) con el sistema Elix 3/Milli-Q Element System (Millipore, Billerica, MA,
USA), HNOs (67% v/v) de Panreac como acido nitrico, se adquirieron de High Purity
Standards (Charleston, USA.) las soluciones estandar de 1000 mg/L de los elementos
analizados y se prepararon los patrones de trabajo en HNOs al 1%. El instrumento se
optimiz6 usando solucion de optimizacién con 7-Li, 59-Co, 89-Y, 140-Ce y 205-TI (1
pg/L) de High Purity Standars (Charleston, USA) al igual que las soluciones de estandares
internos de Scandium, galio, rodio y talio de 100 mg/L. Por altimo, el gas de argén fue
de pureza espectral (>99,998%) (285).

Los limites de deteccion instrumentales (IDL) se obtuvieron calculando 3 veces la
desviacién estandar del blanco y la concentracion equivalente de fondo (BEC) fue la sefial

del blanco indicada como concentracion. Los resultados se muestran en la tabla 6.

Elemento Is6topo Estandar Rango IDL (pg/L) BEC
(M72) Interno (ug/L) (ng/L)
(m/z)
Litio 7 45 0-200 0,286 0,208
Boro 11 45 0-200 0,687 0,504
Magnesio | 24 45 0-10000 0,190 0,621
Potasio 39 45 0-10000 3,957 31,50
Calcio 44 45 0-10000 3,219 15,71
Bromo 79 71 0-2000 0,487 0,718
Estroncio | 88 103 0-200 0,030 0,132

Tabla 6. Isdtopos monitorizados, estdndares internos, rangos de medida, IDL y BEC.
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3.2. APROXIMACION PROTEOMICA

3.2.1. Disefio del estudio.

Para el estudio piloto protedmico, se seleccionaron 4 casos y se emparejaron por
edad y género en las muertes por sumersion (un hombre y una mujer) y grupo control con
diferente tipo fisiopatologico de muerte (muerte de un hombre por ahorcamiento y muerte
de una mujer por politraumatismo). Los cuerpos se mantuvieron refrigerados entre 1-4 °C
de temperatura desde su recepcion en el Servicio de Patologia hasta la realizacion de la

correspondiente autopsia.

3.2.2. Procedimiento de extraccién de fluidos bioldgicos.

Se tomaron muestras de sangre periférica femoral durante la realizacién de la
autopsia mediante jeringa estéril procediéndose a su centrifugacion inmediata después de
la extraccion para la obtencion de plasma. Dichas muestras se almacenaron para su

conservacion a -70 °C hasta la realizacion del analisis bioquimico.

3.2.3. Extraccidn de proteinas.

La extraccion de proteinas mayoritarias de las muestras de suero con acetonitrilo se
realiz6 de acuerdo con el protocolo descrito por Kay et al. (286). Con este método se
agoto un volumen total de 60 pl de suero humano. Cada alicuota se diluy6 con 120 pl de
aguay se agitd en vortex para mezclar. Se afiadi6 acetonitrilo (270 pL) a cada alicuota y
la muestra se sonicd durante 10 minutos en un bafio ultrasonico. Las muestras se
sometieron a vortex brevemente y luego se sonicaron durante 10 minutos mas. Las
muestras se centrifugaron a 12000xg durante 10 minutos a temperatura ambiente. Los
sobrenadantes se recogieron en un tubo Eppendorf limpio y se evaporaron a sequedad en
una centrifuga concentradora de vacio. La muestra se reconstituyé en 75 pl de tampon
con Tris-HCI1 0,2 M (pH = 8,5), SDS al 2% p / v, glicerol al 10% v / v.
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La cuantificacion de proteinas de todas las muestras se realiz6 con el kit de ensayo
de proteinas BCA Pierce (Thermo Scientific, Rockford, IL, EEUU). La electroforesis en
gel de dodecil sulfato de sodio-poliacrilamida (SDS-PAGE) se realiz6 a temperatura
ambiente utilizando un gel hacinador de acrilamida al 50% y un gel de resolucion del
10% de acrilamida (287). Las proteinas dentro de las bandas de gel se redujeron primero
y fueron alquilados usando DTT y yodoacetamida, respectivamente, y luego se digirieron
a péptidos mediante tripsina de grado de proteémica (Sigma-Aldrich, St Louis, MO,
EEUU), como se ha descrito previamente (288). Los péptidos tripticos se analizaron por
cromatografia liquida capilar de fase inversa acoplada a espectrometria de masas. La
columna, BioBasic-18, (Thermo, San José, CA, EE. UU.), se conectd a un espectrometro
de masas con trampa de iones (LXQ, Thermo, San José, CA, EE. UU.). La fase mdvil A
fue acido formico al 0,1% en agua y B fue acido formico al 0,1% en metanol. La trampa
de iones MS operé en un modo MS/MS dependiente de datos donde los cinco iones
moleculares peptidicos mas abundantes en cada exploracion MS se seleccionaron
secuencialmente para la disociacion inducida por colisién con una energia de colision
normalizada del 34%. Se aplic6 exclusion dindmica para minimizar la seleccion repetida

de péptidos previamente seleccionados para la disociacion inducida por colision.

3.2.4. Busqueda de base de datos.

Todas las muestras de MS/MS se analizaron utilizando Sequest (Thermo Fisher
Scientific, San Jose, CA, EE. UU.; version IseNode en Proteome Discoverer 2.3.0.523) y
X! Tandem (versidon 2017.2.1.4)). Sequest se configurd para buscar en la base uniprot
homo-sapiens (163787 entradas) después de la digestion con la enzima tripsina. Para X!
Tandem se hizo una busqueda con una tolerancia de masa de iones de 1,00 Dalton y una
tolerancia de iones parental de 1,00 Dalton. Se busc6 Sequest con tolerancia de masa de
iones de 1,2 Da y una tolerancia de iones parental de 1,5 Da. Se realizd un ajuste de

parametros para la optimizacion de la técnica.

3.2.5. Criterios para la busqueda de proteinas.
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Se utilizd Scaffold (version Scaffold 4.10.0, Proteome Software Inc., Portland,
OR) para validar las identificaciones de péptidos y proteinas basadas en MS/MS. Las
identificaciones de péptidos se aceptaron si pudieron establecerse con una probabilidad
superior al 93,0% para lograr un FDR (tasa falsa de descubrimiento) inferior al 1,0%. Se
aceptaron identificaciones de proteinas si podian establecerse con una probabilidad
superior al 99,0% y contenian al menos 1 péptido identificado. Las probabilidades de
proteinas fueron asignadas por el algoritmo Protein Prophet (289). Las proteinas que
contenian péptidos similares y no podian diferenciarse basdndose Unicamente en el
andlisis MS/MS se agruparon para satisfacer los principios de parsimonia. Las proteinas

gue comparten evidencia significativa de péptidos se asignaron a grupos.

3.2.6. Experimento de validacion.

Para validar el estudio seleccionamos 25 casos forenses, muertes por sumersion
(N=16) y muertes por otras causas (N=9, cardiovasculares, ahorcadura,

politraumatizados, arma blanca y reaccion adversa a sustancias psicoactivas).

Las muestras de plasma fueron analizadas en el Servicio de Bioquimica Clinica del
Hospital Universitario “Virgen de la Arrixaca” para cuantificar los niveles de
apolipoproteina A-1 y a-1 antitripsina por inmunonefelometria en un equipo BN ProSpec

de Siemens Healthcare Diagnostic (Marburg, Alemania).

El método se basa en el hecho que las proteinas analizadas forman complejos
inmunes con anticuerpos especificos que pueden dispersar un haz de luz incidente dentro
de una reaccién inmunoquimica. La intensidad de la dispersion de la luz es proporcional

a la concentracion de la proteina analizada en la muestra.

El “N Antiserum to Human Apolipoproteina A-l1 assay! (Siemens Healthcare
Diagnostics Products GmbH Marburg/Germany) fue utilizado para la determinacion de
apolipoproteina Al, con un coeficiente de variacién intra e interensayo de 2.7 y 2.3,
respectivamente. Para la prueba de a-1 antitripsina, “el N antiserum for Human a-1
antitripsina (Siemens Healthcare Diagnostics Products GmbH Marburg/Germany), con

coeficientes intra e interensayo de variacion de 2.7 y 1.9, respectivamente.
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3.3. ANALISIS ESTADISTICO

El andlisis estadistico se llevo a cabo con el programa informatico SPPS version
21.0 en el area de Medicina Legal y Forense de la Universidad de Murcia, en el caso de
las muestras de sangre y de humor vitreo, mientras que los analisis estadisticos se
realizaron con el software SPSS version 24.0 para Windows (IBM SPSS Statistics, Inc.,

Chicago, IL, EE.UU) para el estudio protedmico, realizandose los siguientes analisis:

3.3.1. Analisis descriptivo de los datos.

Se realiz6 un analisis descriptivo con el objetivo de organizar los datos consistentes
en pardmetros de centralizacién (media y mediana) y parametros de dispersion (rango

intercuartil, maximo, minimo y desviacion tipica).

3.3.2. Analisis de comparacién de medias.

Tras la comprobacion de que las variables estudiadas no presentaban distribucion
normal y su comprobacion mediante el Test de Kolmogorov-Smirnov, se emple6 como
test no paramétrico el Test de la U de Mann-Whitney para la comparacion de valores de
variables cuantitativas de muestras independientes con tamafios distintos que en el estudio
realizado se utiliza para la valoracion de dos grupos diagndsticos (muerte por sumersion

y otras causas).

En relacion al andlisis protedbmico, cada variable categérica se expresa como
frecuencia (porcentaje) de casos. Las variables continuas se probaron para determinar la
distribucion normal mediante la prueba de Kolmogorov-Smirnov. La distribuciéon normal
de las variables continuas se muestra como media + DE, y las distribuidas no
paramétricamente se muestran como mediana (rango intercuartilico). Las diferencias
entre los grupos fueron evaluadas por t student no emparejado o U de Mann-Whitney para

variables continuas y prueba ANOVA o Kruskal-Walllis (segun sea apropiado).
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En los test aplicados se han considerado diferencias estadisticamente significativas

para una probabilidad p < 0,05.

3.3.3. Andlisis de correlacién.

Se aplico el andlisis de correlacion para la valoracion de asociacion entre dos
variables cuantitativas. La cuantificacion de la fuerza de asociacion lineal entre dos
variables se realizd mediante el calculo del coeficiente de correlacion de Pearson cuyo
valor oscila entre -1 y +1 (1 indica una correlacion lineal y perfecta, -1 indicaria una
correlacion lineal e imperfecta y 0 indicaria una ausencia de relacion lineal entre las

variables).

En el estudio, las variables no siguieron una distribucién normal utilizando para
comprobar la asociacion entre las variables la Correlacion de Spearman (estudia la

relacién entre variables continuas aleatorias, siendo similar al coeficiente de Pearson).

3.3.4. Curvas ROC (curva de caracteristica operativa para el receptor).

El analisis de las curvas ROC se realiz0 para determinar la exactitud diagndstica de
los test que utilizan escalas continuas con el fin de determinar el punto de corte de
sensibilidad y especificidad mas alta, evaluacion de la capacidad discriminativa del test
diagnostico y comparacion de la capacidad discriminativa de dos o més test diagndstico

expresando sus resultados en escalas continuas.

La curva ROC se construyé en base a la union de distintos puntos de corte,
correspondiente el eje Y a la sensibilidad y el eje X a (1-especificidad) de cada uno de
ellos. Ambos ejes incluyeron valores entre 0 y 1 (0% a 100%). El punto de corte que
determind 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
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sensibilidad fuese 1 y (1-especificidad) fuese 0. Ese punto de corte es en el que la

sensibilidad y especificidad del test estan equilibradas.

En las graficas de curva ROC se trazé una linea desde el punto 0,0 al punto 1,1
(diagonal de referencia o linea de no-discriminacion) que describe la capacidad
discriminativa de un test diagndstico que tendra mayor capacidad discriminativa cuando
los puntos de corte tracen una curva ROC lo mas lejana a la linea de no discriminacion.
Asi cuanto més préxima es una curva ROC a la esquina superior izquierda, méas alta es la
exactitud de la prueba. Si se dibujan en un mismo gréfico las curvas obtenidas con
distintas pruebas diagnosticas, aquella que esté méas hacia arriba e izquierda tiene mayor
exactitud. Se considera un test diagndstico no discriminativo si su curva ROC coincide

con la linea de no-discriminacion, la cual posee un area=0,50.

En el estudio se realizo curva ROC para cada elemento quimico tanto en muestras
de sangre como humero vitreo y se calculd el area bajo la curva empleando un método no
paramétrico. Este analisis ha sido utilizado para evaluar la eficacia diagnostica de cada
elemento traza o su capacidad para discriminar entre sumersion y otras causas de muerte.
Superponiendo las curvas a las distintas ecuaciones de regresion se puede identificar los
marcadores con mayor sensibilidad y especificidad. Para ello se seleccionaron los

elementos traza con areas bajo la curva mayores de 0,60.

Para las concentraciones a apolipoproteina Al y a-1 antitripsina, se determin6 una
curva caracteristica operativa del receptor (ROC) dibujado, y el area bajo la curva se
midié utilizando una prueba no paramétrica. La capacidad de una prueba para discriminar
entre sumersion y otras causas de muerte se evalué mediante el anélisis de la curva ROC.

Este analisis proporciona una excelente vista.

Seleccionamos marcadores con areas por debajo de la curva superiores a 0,60. El
punto de corte se tomd como el punto més cercano al punto “ideal” de la curva ROC con

mejor sensibilidad y especificidad.

MATERIAL Y METODO 107



INVESTIGACION BIOQUIMICA Y APROXIMACION PROTEOMICA DE FLUIDOS BIOLOGICOS EN MUERTES POR SUMERSION

3.3.5. Analisis de regresion.

El analisis de regresion es una técnica que permitid estimar las relaciones entre las
variables a nivel estadistico. Se basa en el andlisis del vinculo entre una variable
dependiente y una o varias variables independientes y a partir de dicho estudio hallar una
relacion entre las variables. De esta manera se puede construir una funcién que permite

identificar el valor futuro de la variable del estudio.

En nuestro estudio se tuvo en cuenta una variable independiente, muerte por
sumersion, siendo el resto de variables dependiente, y, por lo tanto, un anélisis de
regresion logistica. Se aplicd para estudiar la posible relacion entre la muerte por
sumersion y los elementos traza en las distintas muestras de sangre y humor vitreo, asi
como la relacién entre muerte por sumersion y edad, sexo, peso de pulmones e intervalo

postmortem.

Ademas, en el estudio protedmico realizamos un analisis multivariado por regresion
lineal ajustado por factores de confusion como edad y sexo, para identificar los factores
asociados de forma independiente a los biomarcadores.

3.3.6. Andlisis discriminante.

Este andlisis se realizd para construir un modelo predictivo para predecir el grupo
al que pertenece un caso a partir de las caracteristicas observadas del mismo. Con ello se
consiguio identificar las caracteristicas diferenciadoras entre grupos y se crea una funcién
capaz de diferenciar con mayor exactitud los posibles miembros de un grupo o de otro.
La pertenencia a los grupos es conocida de antemano y se utiliza como variable
dependiente mientras que aquellas variables que suponemos que se diferencian de los

grupos se usan como variables independientes o discriminantes.

El fin es hallar la combinacién lineal de las variables independientes que mejor

permite diferenciar a los grupos para que pueda utilizarse para sistematizaciones nuevas.
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En el estudio realizamos el anélisis discriminante en los elementos traza con curvas
ROC que mejor discriminaban entre muertes por sumersion y muertes por otras causas,
utilizando como variable dependiente el grupo diagnéstico y como discriminante las

concentraciones de los elementos traza.

Para el andlisis discriminante se probo el punto de corte de apolipoproteina Al para
determinar su capacidad para distinguir entre dos grupos de diagnostico. Una limitacion

del método es que no se pueden aplicar multiples correcciones de prueba.

3.3.7. Analisis de componentes principales.

El andlisis de componentes principales (PCA) es uno de los métodos estadisticos
de datos multivariantes mas populares. La interpretacion estadistica de datos
multidimensionales obtenidos a partir de métodos analiticos es compleja. Actualmente
existen herramientas estadisticas que en este campo nos permiten la individualizacién y
separacion de elementos (290). El analisis de componentes principales (PCA) es un
procedimiento estadistico que permite describir una gran cantidad de conjuntos de datos
en un nimero mucho menor de variables llamadas componentes principales (PC). El
objetivo principal del PCA es reducir la informacion contenida en variables
multivariantes continuas (cuantitativas) sin perder informacion importante y simplificar
asi su representacién e interpretacion. Este analisis se basa en las abundancias
normalizadas para separar visualmente las muestras de acuerdo con las variaciones en la

abundancia de los distintos elementos analizados en cada muestra.

Se aplicd PCA ala concentracion de elementos observada en las muestras de humor
vitreo y sangre que fueron exportadas a Progenesis mediante el software R, version 3.4.3,
(http://cran.r-project.org/) (291), utilizando el paquete FactoMineR (292,293), para
estimar una aproximacién de la concentraciéon de trazas de elementos y optimizar la
caracterizacion de las muestras en funcion de estas concentraciones y de la causa de la
muerte y obtener una representacion simple en relacion con las variables (concentraciones

de elementos traza) que mejor las discriminan (293).
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El primer componente principal describe las caracteristicas medias brutas del
conjunto de datos, mientras que el segundo y los componentes principales siguientes
introducen caracteristicas especificas avanzadas de importancia decreciente. Como
resultado, cada muestra puede construirse formando una combinacion lineal apropiada de
los componentes principales; la consideracion de mas PC proporcionara una
aproximacion mas cercana a los datos de muestra reales en si. Este procedimiento
promueve la clasificacion, y posiblemente la individualizacion, de conjuntos de datos de

una forma objetiva y reproducible (290).

Las dimensiones ofrecidas por PCA representan combinaciones de mudltiples
variables y modalidades como un método para reducir la informacion de nuestros datos a
un simple método de interpretacién. Una dimension es construida a partir de la
combinacidn de las variables empleadas en el analisis, la posicion relativa en el eje indica
la correlacién en esa dimension. Utilizamos PCA biplot para visualizar una aproximacion
de grandes cantidades de datos de forma dimensional. Con esta aproximacion
bidimensional se pueden realizar consideraciones simultaneas sobre los elementos traza,

el tipo de muerte diferenciado por tipo de matriz (sangre o humor vitreo).
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4. RESULTADOS
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4.1. INVESTIGACION BIOQUIMICA DE FLUIDOS.

4.1.1. Andlisis descriptivo de la muestra y de las diferencias segun edad,

intervalo postmortem, peso pulmonar y causa de la muerte.

La edad media de los fallecidos fue de 48,24 afios (edades comprendidas entre los
15 y los 92 afios), presentando un intervalo medio postmortem de 27,87 horas (periodo
comprendido entre 11 y 242 horas entre el hallazgo del fallecido y la realizacion de la
autopsia). EI peso medio de pulmdn derecho fue de 740,77 gramos mientras que el peso
medio de pulmén izquierdo fue de 650,19 gramos.

Diferenciando por causas de muerte, en las muertes por sumersién la edad media
fue de 48,58 afios (figura 3), con un intervalo medio postmortem de 29,01 horas (figura
4) y un peso medio de pulmén derecho de 753,44 gramos mientras que el peso medio de
pulmon izquierdo fue de 663,50 gramos (figura 5). En las muertes por otras causas, la
edad media fue de 55,07 afios (figura 3), el intervalo medio postmortem fue de 23 horas
(figura 4) y los pesos medios de pulmén derecho e izquierdo fueron de 678,0 gramos y
584,27 gramos, respectivamente (figura 5).

No hallamos diferencias estadisticamente significativas entre los dos grupos de
causas de muerte ni en la edad de los fallecidos, ni en el intervalo postmortem. En relacién
a los pesos tanto de pulmon derecho como de pulmén izquierdo en las muertes por

sumersion fueron significativamente superiores frente a otras causas de muerte (tabla 7).
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Edad Peso pulmén Peso pulmdn Intervalo
dcho (gr) izqdo (gr) postmortem
Sumersion Media 46,5888 753,4404 663,5046 29,0180
Desviacion 19,42521 211,40962 193,37172 27,93824
estandar
Otra causa Media 55,0769 678,0000 584,2727 23,0000
Desviacion 18,28863 232,71646 192,37072 8,55102
estandar
Total Media 48,2481 740,7710 650,1985 27,8759
Desviacion 19,43653 216,05610 194,74747 25,50244
estandar
Probabilidad* ,054 ,049 ,043 ,251
Tabla 7. Valores descriptivos de edad, peso de pulmones e intervalo postmortem en los casos.
EDAD (ANOS) p= 0,054
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Figura 3. Distribucidn de la edad en relacion a la causa de muerte.
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INTERVALO POSTMORTEM (HORAS)
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Figura 4. Media del intervalo postmortem segun las causas de muerte.
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Figura 5. Media de los pesos pulmonares segiin causa de muerte.

En relacion al tipo de muerte, la distribucion de los casos fue la siguiente: 81% de
muertes por sumersion, 11,7% de muertes de otras etiologias asficticas (sofocacion,
ahorcadura) y 7,3% correspondientes a otras causas de muertes no asficticas (figura 6).
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Figura 6. Distribucidn de las muestras por subgrupos diagndsticos.

4.1.2. Andlisis de las diferencias en las concentraciones de los elementos
traza en sangre entre los casos de muerte por sumersion y otras causas

de muerte.

Las tablas de la 8 a la 14 muestran los valores descriptivos (medias, desviacion
estandar, minimo, mé&ximo, mediana y rango intercuartil) ademas de la significacion
asintotica (P) obtenidos para boro, bromo, calcio, estroncio, litio, magnesio y potasio
tanto en sangre de ventriculo derecho, sangre periférica y sangre de ventriculo izquierdo
en el grupo de fallecidos por sumersion y en el grupo otra causa de muerte expresadas en
mg/l. En la figura 7 se muestran los valores medios de los elementos en las distintas

localizaciones en las muertes por sumersidén y muertes por otras causas.

El estudio del boro revel6 la existencia diferencias estadisticamente significativas
entre los casos de sumersiéon y otras causas de muerte, mostrandose una elevada
concentracion de boro en las tres localizaciones en el caso de la sumersién, siendo mayor
en las muestras de ventriculo izquierdo (VD 264,33 mg/l, SP 161,61mg/l y VI 331,43
mg/l) (tabla 8 y figura 7a).
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Causa de la muerte Boro VD mg/1 Boro SP mg/1 Boro VI mg/1
Sumersion Media 264,333 161,619 331,430
Desviacion estandar 327,194 111,492 281,818
Minimo ,000 ,000 ,000
Méximo 2612,500 407,170 1054,413
Mediana 190,500 145,095 270,242
Rango intercuartil 157,076 145,884 205,390
Otra causa Media 123,017 74,837 79,369
Desviacion estandar 115,355 67,376 59,170
Minimo ,000 ,000 ,000
Maéximo 393,671 205,708 214,355
Mediana 96,950 61,860 75,658
Rango intercuartil 144,860 129,811 67,322
Total Media 233,457 142,168 274,933
Desviacion estandar 299,542 109,215 270,871
Minimo ,000 ,000 ,000
Maéximo 2612,500 407,170 1054,413
Mediana 155,742 133,763 181,506
Rango intercuartil 160,110 137,716 262,270
P* ,002 ,000 ,000

Tabla 8. Estadisticos descriptivos de las concentraciones de boro en sangre en las tres

localizaciones y diferencias entre muertes por sumersién (n=111) y otras causas de muerte (n=
26). VD; Ventriculo derecho, VI: ventriculo izquierdo, SP: sangre periférica. * Probabilidad:
Prueba de Mann-Whitney

En el caso del bromo hallamos diferencias estadisticamente significativas para las
tres localizaciones para las muestras de sangre, siendo mas elevadas en sangre de

ventriculo izquierdo. Sin embargo, dichas diferencias fueron menores que en el caso del

boro ademas de presentar concentraciones medias menores (VD 15,18 mg/l, SP 14,80
mg/l y VI 15,95mg/l) (tabla 9 y figura 7Db).
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Causa de la muerte Bromo VD Bromo SP Bromo VI

mg/1 mg/1 mg/1

Sumersion Media 15,183 14,803 15,951
Desviacion estandar 7,34329995 9,920 7,725
Minimo 5,738 3,703 5,961

Maximo 41,570 48,990 44,510

Mediana 14,198 10,843 15,470
Rango intercuartil 8,917 7,934 8,824
Otra causa Media 11,770 11,713 7,644
Desviacion estandar 7,097 8,290 3,177
Minimo 1,849 2,654 2,366

Maximo 26,140 35,061 15,069
Mediana 11,687 8,583 7,661
Rango intercuartil 6,654 5,157 4,207

Total Media 14,431 14,133 14,121
Desviacion estandar 7,397 9,642 7,780
Minimo 1,849 2,654 2,366

Maximo 41,570 48,990 44,510

Mediana 12,670 10,736 12,149
Rango intercuartil 9,614 8,314 7,921

P* ,016 ,047 ,000

Tabla 9. Estadisticos descriptivos de las concentraciones de bromo en sangre en las tres
localizaciones y diferencias entre muertes por sumersién (n=111) y otras causas de muerte
(n=26). VD; Ventriculo derecho, VI: ventriculo izquierdo, SP: sangre periférica. *
Probabilidad: Prueba de Mann-Whitney

Las concentraciones de calcio en las tres localizaciones sanguineas fueron
significativamente mas elevadas en los casos de sumersion que en el grupo de otras causas
de muerte, siendo mas elevadas a nivel de sangre de ventriculo izquierdo (VD 129,60
mg/l, SP 142,81mg/l y V1 153,98 mg/l). Cabe mencionar que a nivel de sangre periférica

la diferencia estadistica fue menor (tabla 10 y figura 7c).
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Causa de la muerte Calcio VD Calcio SP Calcio VI
mg/1 mg/1 mg/1
Sumersion Media 129,601 142,813 153,987
Desviacion estandar 33,664 33,601 50,492
Minimo 36,657 38,080 34,618
Maximo 210,830 214,519 345,120
Mediana 130,532 141,823 145,535
Rango intercuartilico 54,921 31,692 54,681
Otra causa Media 103,403 133,151 109,743
Desviacion estandar 17,362 25,293 32,117
Minimo 79,435 94,133 44,315
Mdéximo 141,477 187,773 161,873
Mediana 100,841 130,932 108,753
Rango intercuartilico 24,189 33,452 35,093
Total Media 123,829 140,720 144,238
Desviacion estandar 32,631 32,136 50,423
Minimo 36,657 38,080 34,618
Maximo 210,830 214,519 345,120
Mediana 119,750 139,927 135,323
Rango intercuartilico 45,968 34,743 48,954
P* ,000 ,048 ,000

Tabla 10. Estadisticos descriptivos de las concentraciones de calcio en sangre en las tres
localizaciones y diferencias entre muertes por sumersién (n=111) y otras causas de muerte
(n=26). VD; Ventriculo derecho, VI: ventriculo izquierdo, SP: sangre periférica. *
Probabilidad: Prueba de Mann-Whitney

Las concentraciones de estroncio en las tres localizaciones sanguineas fueron

significativamente més elevadas en los casos de sumersion que en el grupo de otras causas

de muerte, siendo méas elevadas a nivel de sangre de ventriculo izquierdo (VD
444,43mg/l, SP 264,80 mg/l y V1 628,84 mg/l) (tabla 11 y figura 7d).
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Causa de la muerte Estroncio VD Estroncio SP Estroncio VI
mg/1 mg/1 mg/1
Sumersion Media 444,430 264,804 628,844
Desviacion estandar 549,939 287,384 625,303
Minimo 31,660 40,65000 32,540
Maximo 3823,950 1609,915 2355,400
Mediana 303,078 177,010 404,000
Rango intercuartilico 361,115 164,152 554,757
Otra causa Media 71,004 74,691 63,664
Desviacion estandar 50,090 38,075 29,318
Minimo 40,640 45,435 30,700
Maximo 234,955 194,067 136,958
Mediana 54,022 63,768 53,281
Rango intercuartilico 19,755 29,783 18,969
Total Media 362,841 223,267 502,165
Desviacion estandar 510,234 266,314 599,017
Minimo 31,660 40,650 30,700
Maximo 3823,950 1609,915 2355,400
Mediana 210,996 129,926 246,740
Rango intercuartilico 258,095 195,006 561,269
P* ,000 ,000 ,000

Tabla 11. Estadisticos descriptivos de las concentraciones de estroncio en sangre en las tres
localizaciones y diferencias entre muertes por sumersién (n=111) y otras causas de muerte
(n=26). VD; Ventriculo derecho, VI: ventriculo izquierdo, SP: sangre periférica. *
Probabilidad: Prueba de Mann-Whitney

En el caso del litio las concentraciones en las tres localizaciones sanguineas fueron

significativamente mas elevadas en los casos de sumersion que en el grupo de otras causas

de muerte, presentando mayores concentraciones a nivel de ventriculo izquierdo para las
muestras de sumersion (VD 8,90 mg/l, SP 7,60 mg/l y VI 15,97 mg/l) (tabla 12 y figura
7f).
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Causa de la muerte Litio VD mg/I| Litio SP mg/I| Litio VI mg/I|
Sumersion Media 8,909 7,600 15,973
Desviacion estandar 9,635 11,379 20,553
Minimo ,000 ,000 ,000
Maximo 43,420 58,802 99,950
Mediana 5,970 4,429 10,345
Rango intercuartil 8,358 4,897 16,988
Otra Media ,700 ,893 ,607
causa
Desviacion estandar 1,137 1,418 1,170
Minimo ,000 ,000 ,000
Maximo 3,523 4,080 3,227
Mediana ,000 ,000 ,000
Rango intercuartil 1,411 1,777 ,873
Total Media 7,211 6,259 12,847
Desviacion estandar 9,212 10,536 19,355
Minimo ,000 ,000 ,000
Maximo 43,420 58,802 99,950
Mediana 4,347 3,688 5,430
Rango intercuartil 9,449 6,165 14,842
p* ,000 ,000 ,000

Tabla 12. Estadisticos descriptivos de las concentraciones de litio en sangre en las tres
localizaciones y diferencias entre muertes por sumersién (n=111) y otras causas de muerte
(n=26). VD; Ventriculo derecho, VI: ventriculo izquierdo, SP: sangre periférica. * Probabilidad:
Prueba de Mann-Whitney

Los valores de magnesio hallados en las tres localizaciones revelaron altas

concentraciones del mismo en las muertes por sumersion en relacion a otras causas de

muerte, siendo mas elevadas a nivel de las muestras de ventriculo izquierdo para los casos
de sumersion (VD 115,19mg/l, SP 84,15 mg/l y VI 149,98 mg/l) (tabla 13 y figura 7e).
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Causa de la muerte Magnesio VD Magnesio SP Magnesio VI
mg/1 mg/1 mg/1
Sumersion Media 115,196 84,159 149,987
Desviacion estandar 62,492 34,212 107,568
Minimo 35,496 36,946 34,158
Maximo 280,340 179,800 425,500
Mediana 100,535 74,097 127,207
Rango intercuartilico 44,437 32,610 86,223
Otra causa Media 68,020 52,140 55,378
Desviacion estandar 24,799 21,731 23,094
Minimo 37,091 29,080 24,664
Maximo 111,349 105,214 111,381
Mediana 62,276 49,573 59,330
Rango intercuartilico 35,586 29,228 29,641
Total Media 104,801 77,104 129,141
Desviacion estandar 59,619 34,480 103,268
Minimo 35,496 29,080 24,664
Maximo 280,340 179,800 425,500
Mediana 94,839 68,988 94,954
Rango intercuartilico 42,738 39,618 81,291
P* ,000 ,000 ,000

Tabla 13. Estadisticos descriptivos de las concentraciones de magnesio en sangre en las tres
localizaciones y diferencias entre muertes por sumersién (n=111) y otras causas de muerte
(n=26). VD; Ventriculo derecho, VI: ventriculo izquierdo, SP: sangre periférica. *
Probabilidad: Prueba de Mann-Whitney

En el caso de potasio no existieron diferencias estadisticamente significativas entre

las concentraciones de ambos grupos de causa de muerte y las tres localizaciones

sanguineas (tabla 14 y figura 7g).
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Causa de la muerte Potasio VD Potasio SP Potasio VI
mg/1 mg/1 mg/1
Sumersion Media 1612,303 1479,437 1373,058
Desviacion estandar 418,691 505,954 467,550
Minimo 897,422 639,034 693,656
Maximo 2885,127 2769,254 2432,099
Mediana 1561,532 1417,403 1262,087
Rango intercuartilico 640,276 778,857 773,835
Otra causa Media 1670,055 1257,743 1348,526
Desviacion estandar 681,983 400,008 576,092
Minimo 566,938 544,362 656,042
Maximo 3007,285 1931,589 2879,031
Mediana 1670,651 1245,116 1367,606
Rango intercuartilico 950,545 552,992 736,609
Total Media 1625,028 1431,404 1367,653
Desviacion estandar 486,112 492,022 490,962
Minimo 566,938 544,362 656,042
Maximo 3007,285 2769,254 2879,031
Mediana 1614,696 1402,950 1301,124
Rango intercuartilico 640,276 631,339 794,368
P* ,622 ,129 ,436

Tabla 14. Estadisticos descriptivos de las concentraciones de potasio en sangre en las tres
localizaciones y diferencias entre muertes por sumersién (n=111) y otras causas de muerte
(n=26). VD; Ventriculo derecho, VI: ventriculo izquierdo, SP: sangre periférica. *
Probabilidad: Prueba de Mann-Whitney

En la figura 7 (a-boro, b-bromo, c-calcio, d-estroncio, e-magnesio, f-litio y g-
potasio) se muestran los valores de cada uno de los elementos traza comparando las
muestras de sumersion y otras causas de muerte. Los valores mas elevados tanto a nivel
de ventriculo derecho, ventriculo izquierdo y sangre periférica fueron para boro, estroncio
y potasio, con una mayor diferencia entre sumersion y otras causas de muerte para el

estroncio en todas las muestras de sangre. Sin embargo, las diferencias estadisticamente

mayores han sido para litio, magnesio y estroncio (tablas 11, 12 y 13).
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Figura 7. Valores hallados en VD, SP y VI de B (a), Br (b), Ca (c), Sr (d), Li (), Mg (f) y K (g) en
muertes por sumersion y otras causas de muerte.
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4.1.3. Andlisis de las diferencias entre las concentraciones de elementos
traza en humor vitreo en los casos de muerte por sumersion y otras

causas de muerte.

Con respecto a las muestras de humor vitreo, el estudio revel6 diferencias
estadisticamente significativas en las concentraciones de bromo, litio, boro, estroncio,
magnesio y potasio, siendo mas elevadas en los casos de litio, boro y estroncio. No se
mostraron diferencias significativas para las concentraciones de calcio (tablas 15y 16 y

figura 8).
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Causa de la muerte Bromo HV Litio HV Boro HV ng/1 Estroncio
ng/1 ng/1 HV ng/1

Sumersion Media 5,802 6,871 102,324 101,695
Desviacion 6,797 13,234 165,048 207,216
estandar
Minimo 1,499 ,000 ,000 12,303
Maximo 29,721 51,732 839,769 1055,333
Mediana 3,254 2,021 45,284 55,190
Rango 1,297 2,249 87,267 27,204
intercuartilico

Otra causa Media 2,880 4,582 35,064 37,058
Desviacion ,524 18,661 53,430 10,308
estandar
Minimo 2,022 ,000 ,000 25,124
Maximo 3,713 83,768 160,273 64,253
Mediana 3,050 ,000 9,827 35,902
Rango ,586 ,739 49,526 8,679
intercuartilico

Total Media 5,163 6,394 86,972 86,941
Desviacion 6,125 14,449 149,625 183,839
estandar
Minimo 1,499 ,000 ,000 12,303
Maximo 29,721 83,768 839,769 1055,333
Mediana 3,228 1,837 43,290 48,071
Rango 1,093 2,976 93,911 27,538
intercuartilico

P* ,013 ,000 ,004 ,002

Tabla 15. Estadisticos descriptivos de las concentraciones de bromo, litio, boro y estroncio en humor
vitreo y diferencias entre muertes por sumersion (n=111) y otras causas de muerte (n=26).
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Causa de la muerte Magnesio HV Potasio HV Calcio HV ng/1
ng/1 ng/1

Sumersion Media 41,308 506,995 61,579
Desviacion estandar 57,415 219,481 40,695
Minimo 11,699 65,975 5,183
Maximo 296,877 1053,705 195,344
Mediana 25,708 436,075 62,947
Rango intercuartilico 6,928 177,760 45,517

Otra causa Media 23,318 385,073 63,309
Desviacion estandar 2,142 96,126 17,965
Minimo 18,475 176,582 31,836
Maximo 26,109 539,988 83,299
Mediana 24,419 347,926 75,141
Rango intercuartilico 2,846 115,693 33,809

Total Media 37,331 480,869 61,957
Desviacién estandar 51,160 205,369 36,857
Minimo 11,699 65,975 5,183
Maéximo 296,877 1053,705 195,344
Mediana 24,419 431,552 64,025
Rango intercuartilico 4,481 176,293 39,392

P* ,022 ,024 ,142

Tabla 16. Estadisticos descriptivos de las concentraciones de magnesio, potasio y calcio en humor vitreo
y diferencias entre muertes por sumersién (n=111) y otras causas de muerte (n=26).

En la figura 8, se muestran las concentraciones medias de los 7 elementos traza en
humor vitreo en los casos de sumersion y otras causas de muerte. Con excepcion de las

concentraciones de calcio, el resto de los elementos son significativamente superiores en

los casos de sumersion.
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Figura 8. Concentraciones Br, Li, B, Sr, Mg, Ky Ca en humor vitreo en muertes por
sumersion y otras causas de muerte.

4.1.4. Analisis de las diferencias entre las concentraciones de elementos

traza en agua de sumersion.

Con respecto a las concentraciones halladas de los elementos traza estudiados en el
agua de sumersion, hallamos altas concentraciones para bromo, magnesio, potasio y
calcio expresadas en mg/l, mientras que para litio, boro y estroncio las concentraciones

halladas fueron menores (ug/l) (tabla 17 y figura 9).
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Br Li B ng/l1 Sr pg/1 Mg mg/1 Kmg/1 Camg/1
mg/1 ng/l
Media 60,147 134,22 3029,798 7096,525 1051,294 380,263 401,452
5
Desviacion 43,446 88,269 2086,975 4886,564 765,504 240,141 251,453
estandar
Minimo ,05 ,21 39,03 6,88 ,54 2,11 5,34
Maximo 110,44 245,02 5090,89 12510,96 2047,34 788,31 677,78
Mediana 72,725 160,46 3930,879 8300,493 1223,063 430,600 477,706
8
Rango 102,43 207,09 4893,16 11376,68 1777,22 416,45 571,36
intercuartil

Tabla 17. Concentraciones de elementos traza en el agua de sumersion (n=111).
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Figura 9. Valores medios de elementos traza hallados en agua de sumersion.

4.1.5. Anadlisis de correlaciones de elementos traza en humor vitreo, sangre

y agua en muertes por sumersion.

En el analisis de correlaciones de los elementos traza entre humor vitreo, sangre y
agua de sumersion, encontramos una fuerte correlacién estadisticamente significativa en

el caso de litio entre todas las localizaciones (tabla 18). Las correlaciones de bromo entre
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agua de sumersion - sangre de ventriculo derecho y agua de sumersién — sangre de
ventriculo izquierdo no fueron significativas (tabla 19). Las correlaciones para el
magnesio entre humor vitreo y agua de sumersién no mostraron ser significativas (tabla
20). Calcio y estroncio mostraron también fuertes correlaciones significativas (tabla 21y
23). Potasio no mostrd buena correlacion entre el agua de sumersion y las concentraciones
en humor vitreo, ventriculo derecho y sangre periférica (tabla 22). Las correlaciones no
fueron significativas para boro entre agua de sumersion- humor vitreo y agua de

sumersion — sangre periférica (tabla 24).

Hallamos correlaciones estadisticamente significativas de los 7 marcadores
analizados entre sus concentraciones en sangre entre las distintas localizaciones y las
concentraciones en sangre con las encontradas en humor vitreo. Las concentraciones en
agua de sumersion litio, calcio y estroncio correlacionaron significativamente con las
halladas en humor vitreo y sangre en las tres localizaciones analizadas (tablas 18, 21y
23).
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Li HV ng/1 Li VD Li SP Li VI Li Agua
mg/1 mg/1 mg/1 ng/1

Li HV ng/1 Coeficiente de 1,000 ,672*" , 739" ,626™" ,503""

correlaciéon

Sig. (bilateral) . ,000 ,000 ,000 ,000
Li VD mg/1 Coeficiente de ,6727* 1,000 ,851" ,898" , 770"

correlacion

Sig. (bilateral) ,000 . ,000 ,000 ,000
Li SP mg/1 Coeficiente de ,739™ ,851™" 1,000 , 787" ,630""

correlacion

Sig. (bilateral) ,000 ,000 . ,000 ,000
Li VImg/1 Coeficiente de ,626™ ,898™" , 787" 1,000 ,631*"

correlaciéon

Sig. (bilateral) ,000 ,000 ,000 ) ,000
Li Agua Coeficiente de ,503*" ,770"" ,630™" ,631"" 1,000
ng/l1 correlacion

Sig. (bilateral) ,000 ,000 ,000 ,000

Tabla 18. Correlaciones de las concentraciones de litio entre humor vitreo, sangre y agua en los casos de
sumersion. **, La correlacion es significativa en el nivel 0,01 (bilateral). *. La correlacion es significativa
en el nivel 0,05 (bilateral). Correlacion de Spearman. HV: humor vitreo, VD: sangre ventriculo derecho,
VI: sangre ventriculo izquierdo; SP: sangre periférica
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Br HV Br VD Br SP Br VI Br Agua
ng/1 mg/1 mg/1 mg/1 mg/1

Br HV Coeficiente de 1,000 ,237" ,300"" ,538"" ,450""
ng/1 correlacion

Sig. (bilateral) . ,022 ,003 ,000 ,001
Br VD Coeficiente de ,237" 1,000 , 377 ,436™" ,007
mg/1 correlaciéon

Sig. (bilateral) ,022 . ,000 ,000 ,962
Br SP Coeficiente de ,300™" , 3777 1,000 ,341* ,483""
mg/1 correlaciéon

Sig. (bilateral) ,003 ,000 . ,000 ,000
Br VI Coeficiente de ,538™" ,436™" ,3417" 1,000 ,228
mg/l1 correlacion

Sig. (bilateral) ,000 ,000 ,000 ) ,095
Br Coeficiente de ,450™" ,007 ,483"" ,228 1,000
Agua correlacién
mg/1

Sig. (bilateral) ,001 ,962 ,000 ,095

Tabla 19. Correlaciones de las concentraciones de bromo entre humor vitreo, sangre y agua en los casos
de sumersion. **, La correlacion es significativa en el nivel 0,01 (bilateral). *. La correlacién es
significativa en el nivel 0,05 (bilateral). Correlacion de Spearman. HV: humor vitreo, VD: sangre
ventriculo derecho, VI: sangre ventriculo izquierdo; SP: sangre periférica
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Mg HV Mg VD Mg SP Mg VImg/1 Mg Agua
ng/1 mg/1 mg/1 mg/1

Mg HV Coeficiente de 1,000 ,519™" ,397"" ,349™" ,135
ng/1 correlacién

Sig. (bilateral) . ,000 ,000 ,001 ,341
Mg VD Coeficiente de ,519*" 1,000 ,816™ , 760" ,676™"
mg/1 correlacion

Sig. (bilateral) ,000 . ,000 ,000 ,000
Mg SP Coeficiente de ,397™" ,816™ 1,000 , 721 ,330"
mg/1 correlacion

Sig. (bilateral) ,000 ,000 . ,000 ,016
Mg VI Coeficiente de ,349™ ,760™ , 721" 1,000 ,630""
mg/1 correlacién

Sig. (bilateral) ,001 ,000 ,000 ) ,000
Mg Agua Coeficiente de ,135 ,676™" ,330" ,630™" 1,000
mg/1 correlacion

Sig. (bilateral) 1341 ,000 016 ,000

Tabla 20. Correlaciones de las concentraciones de magnesio entre humor vitreo, sangre y agua en los
casos de sumersion. **. La correlacion es significativa en el nivel 0,01 (bilateral). *. La correlacion es
significativa en el nivel 0,05 (bilateral). Correlacion de Spearman. HV: humor vitreo, VD: sangre
ventriculo derecho, VI: sangre ventriculo izquierdo; SP: sangre periférica
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CaHV CaVvD CaSP CaVl Ca Agua
ng/1 mg/1 mg/1 mg/1 mg/1

CaHV Coeficiente de 1,000 ,361*" ,418"" ,399"" ,425™"
ng/1 correlacion

Sig. (bilateral) . ,000 ,000 ,000 ,002
CaVD Coeficiente de ,3617 1,000 ,543" ,715"" ,517*"
mg/1 correlacion

Sig. (bilateral) ,000 . ,000 ,000 ,000
Ca SP Coeficiente de ,418"" ,543"" 1,000 ,530"" ,494""
mg/1 correlacién

Sig. (bilateral) ,000 ,000 . ,000 ,000
Ca VIl Coeficiente de ,399™ , 715" ,530™" 1,000 ,482™"
mg/l1 correlacion

Sig. (bilateral) ,000 ,000 ,000 ] ,000
Ca Agua Coeficiente de ,425™" ,517*" ,494™" ,482™" 1,000
mg/1 correlacion

Sig. (bilateral) ,002 ,000 ,000 ,000

Tabla 21. Correlaciones de las concentraciones de calcio entre humor vitreo, sangre y agua en los casos
de sumersion. **, La correlacién es significativa en el nivel 0,01 (bilateral). Correlacion de Spearman.
HV: humor vitreo, VD: sangre ventriculo derecho, VI: sangre ventriculo izquierdo; SP: sangre periférica
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K HV ng/1 K VD mg/1 K SP mg/1 K VI mg/1 K Agua
mg/1

KHV Coeficiente de 1,000 ,558"" ,633"" ,555™" ,168
ng/1 correlacion

Sig. (bilateral) . ,000 ,000 ,000 ,219
KVD Coeficiente de ,558™" 1,000 ,702*" ,579"" ,208
mg/1 correlacion

Sig. (bilateral) ,000 . ,000 ,000 ,136
K SP Coeficiente de ,633™ ,702™* 1,000 ,758"" ,148
mg/1 correlacién

Sig. (bilateral) ,000 ,000 . ,000 1281
KVI Coeficiente de ,555" ,579"" ,758"" 1,000 ,390""
mg/l1 correlacion

Sig. (bilateral) ,000 ,000 ,000 ] ,004
K Agua Coeficiente de ,168 ,208 ,148 ,390"" 1,000
mg/1 correlacién

Sig. (bilateral) 1219 1136 1281 ,004

Tabla 22. Correlaciones de las concentraciones de potasio entre humor vitreo, sangre y agua en los casos
de muerte por sumersion. **, La correlacion es significativa en el nivel 0,01 (bilateral). Correlacion de
Spearman. HV: humor vitreo, VD: sangre ventriculo derecho, VI: sangre ventriculo izquierdo; SP: sangre
periférica
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Sr HV ng/1 SrVvD Sr SP SrVIimg/1 Sr Agua
mg/1 mg/1 pg/l
Sr HV Coeficiente de 1,000 ,456™" ,402™" ,326™ ,363""
ng/1 correlacion
Sig. (bilateral) . ,000 ,000 ,002 ,009
SrvD Coeficiente de ,456™" 1,000 ,868™" ,831*" ,665™"
mg/1 correlaciéon
Sig. (bilateral) ,000 . ,000 ,000 ,000
Sr SP Coeficiente de ,402™* ,868™" 1,000 , 744" ,522*"
mg/1 correlacion
Sig. (bilateral) ,000 ,000 . ,000 ,000
Sr VI Coeficiente de ,326™" ,831™ , 744" 1,000 ,613""
mg/1 correlacién
Sig. (bilateral) ,002 ,000 ,000 ) ,000
Sr Agua Coeficiente de ,363"" ,665™" ,522™" ,613™ 1,000
pa/l correlacion
Sig. (bilateral) ,009 ,000 ,000 ,000

Tabla 23. Correlaciones de las concentraciones de estroncio entre humor vitreo, sangre y agua en los
casos de sumersion. **. La correlacion es significativa en el nivel 0,01 (bilateral). Correlacion de
Spearman. HV: humor vitreo, VD: sangre ventriculo derecho, VI: sangre ventriculo izquierdo; SP: sangre
periférica
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B HV ng/1 BVD B SP B VI B agua
mg/1 mg/1 mg/1 pg/l

B HV ng/1 Coeficiente de 1,000 ,653"" ,795™" ,599*" ,156

correlacion

Sig. (bilateral) . ,000 ,000 ,000 ,273
B VD mg/1 Coeficiente de ,653™" 1,000 , 743" , 7227 ,488™"

correlacion

Sig. (bilateral) ,000 . ,000 ,000 ,000
B SP mg/1 Coeficiente de ,795™ , 743" 1,000 ,667"" ,113

correlacion

Sig. (bilateral) ,000 ,000 . ,000 ,418
B VI mg/1 Coeficiente de ,599™* ,722™ ,667"" 1,000 ,551*"

correlacion

Sig. (bilateral) ,000 ,000 ,000 ) ,000
B Agua Coeficiente de ,156 ,488"" ,113 ,551*" 1,000
pa/l correlacion

Sig. (bilateral) 273 ,000 ,418 ,000

Tabla 24. Correlaciones de las concentraciones de boro entre humor vitreo, sangre y agua en los casos de
sumersion. **. La correlacion es significativa en el nivel 0,01 (bilateral). Correlacion de Spearman. HV:
humor vitreo, VD: sangre ventriculo derecho, VI: sangre ventriculo izquierdo; SP: sangre periférica

4.1.6. Andlisis de correlacion entre intervalo postmortem y elementos trazas

en humor vitreo y sangre en muertes por sumersion.

En el analisis de correlaciones que se muestra en la tabla 25 evidencia que no
existen correlaciones estadisticamente significativas entre el intervalo postmortem con

las concentraciones de elementos traza estudiados tanto en sangre como en humor vitreo

en los casos de muerte por sumersion.
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Estroncio
Bromo HV ng/l Litio HV ng/I Boro HV ng/l HV ng/l
Intervalo Coeficiente de ,055 ,219 277 ,017
postmortem correlacién
Sig. (bilateral) ,5692 ,065 ,062 ,872
Magnesio HV ng/l Potasio HV ng/l Calcio HV ng/l
Intervalo Coeficiente de ,145 ,163 ,076
postmortem correlacién
Sig. (bilateral) ,161 ,109 ,461
Bromo VD mg/l Bromo SP mg/l Bromo VI mg/l
Intervalo Coeficiente de ,176 ,055 ,041
postmortem correlacién
Sig. (bilateral) ,057 ,552 ,662
Litio VD mg/l Litio SP mg/l Litio VI mg/l
Intervalo Coeficiente de -,164 -,252 -,037
postmortem correlacién
Sig. (bilateral) ,079 ,078 ,693
Boro VD mgl/l Boro SP mg/l Boro VI mg/l
Intervalo Coeficiente de -,165 -,282 -,099
postmortem correlacion
Sig. (bilateral) ,073 ,080 ,289
Estroncio VD mg/l Estroncio SP mg/l Estroncio VI mg/|
Intervalo Coeficiente de ,035 ,020 ,060
postmortem correlacion
Sig. (bilateral) ,706 ,826 ,522
Magnesio VD mg/l Magnesio SP mg/| Magnesio VI mgl/l
Intervalo Coeficiente de -,058 ,013 -,021
postmortem correlacion
Sig. (bilateral) ,533 ,889 ,820
Potasio VD mg/l Potasio SP mg/| Potasio VI mg/l
Intervalo Coeficiente de ,191 ,166 ,198
postmortem correlacion
Sig. (bilateral) ,054 ,069 ,065
Calcio VD mg/l Calcio SP mg/l Calcio VI mg/l
Intervalo Coeficiente de ,022 -,082 ,069
postmortem correlacion
Sig. (bilateral) ,812 ,373 ,455

Tabla 25. Correlaciones entre el intervalo postmortem y las concentraciones de los distintos elementos en
sangre y humor vitreo. **. La correlacidn es significativa en el nivel 0,01 (bilateral). *. La correlacion es
significativa en el nivel 0,05 (bilateral). Correlacion de Spearman. HV: humor vitreo, VD: sangre

RESULTADOS
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4.1.7. Andlisis de las diferencias en las concentraciones de los elementos
quimicos en las muestras de sangre entre los casos de muerte por

sumersion y no sumersion mediante las curvas ROC.

Realizamos también el estudio de las curvas de caracteristicas operativas del
receptor (ROC) como la expresion de las concentraciones de los elementos traza en sangre
de ventriculo derecho, sangre de ventriculo izquierdo y sangre periférica, prestando
especial atencién al area que representa el diagnostico correcto entre dos individuos
fallecidos, uno de ellos por sumersién y otro individuo por otras causas de muerte, con
seleccion de los elementos traza con areas bajo la curva mayores de 0,60. Procedimos
también a determinar los puntos de corte en las curvas y su sensibilidad y especificidad
(tabla 26, figura 10).

Curva ROC Sumersion

—Litio %D
Litio 5P
Litio W
—Boro VD
Boro SP
—Baoro VI
Estroncio WD
Estroncio SP
Estroncia vl
——Bromo VD
Broma V|
Magnesia VD
—Magnesio 5P
Magnesia VI
— Calcia VD
— Calcio 5P
——Linea de referencia

Sensibilidad

0,0 0,2 034 D!E 0,3 1,0
1 - Especificidad

Figura 10. Curva ROC de elementos traza en sangre en casos de sumersion.
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La figura 10 muestran las curvas ROC de elementos traza analizados con areas

mayores de 0,60 (en el caso de bromo es de 0,63).

La tabla 26 muestra el valor de las areas bajo la curva ROC, desviacion estandar,
probabilidad y limites superior e inferior del &rea de cada curva en los casos de sumersion.
Se muestra también los puntos de corte en las curvas, especificidad y sensibilidad de los

puntos de corte.

Los analisis de las curvas ROC pusieron de manifiesto que las concentraciones de
litio, boro, estroncio y magnesio en sangre ventricular y periférica y que las
concentraciones de bromo y calcio en sangre de ambos ventriculos mostraron mayor

capacidad de discriminacion en los casos de sumersion.
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Punto de Sensibilidad | Especificidad

Limite | Limite
Variables Area | estandar® inferior | superior corte

B VD mg/l ,698 ,065| ,003 ,570 ,826 72,629 85% 50%

B VI mg/l ,892 ,030 1,000 ,833 ,952 83,066 87% 75%

Sr SP mg/l ,854 ,039 | 1,000 177 ,930 87,972 85% 83,3%

Br VD mg/l | ,632 ,075| ,050 ,486 778 59,764 92% 75%

Mg VD mg/l | ,776 ,055 | ,000 ,669 ,884 69,173 80% 66,7%

Mg VI mg/l | 874 ,034 | ,000 ,808 ,940 67,644 80% 83,3%

CaVimg/l | ,764 ,054 | ,000 ,659 ,869 133,858 58% 75%

Tabla 26. Areas bajo curvas ROC de elementos traza en casos de sumersion, error estandar, probabilidad
y limites superior e inferior bajo el &rea. Puntos de corte establecidos de acuerdo con el uso de la curva de
ROC en los casos de sumersion.

e
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4.1.8.

Andlisis de las diferencias en las concentraciones de los elementos

quimicos en humor vitreo entre los casos de muerte por sumersion y

no sumersion mediante las curvas ROC.

Se procedi6 al estudio de las curvas de caracteristicas operativas del receptor (ROC)

como la expresion de las concentraciones de los elementos traza en humor vitreo,

prestando especial atencion al area que representa el diagnodstico correcto entre dos

individuos fallecidos, uno de ellos por sumersion y otro individuo por otras causas de

muerte, con seleccidn de los elementos traza con areas bajo la curva mayores de 0,60.

Procedimos también a determinar los puntos de corte en las curvas y sensibilidad y
especificidad de los puntos de corte (tabla 27, figura 11). En la figura 11 se muestra curva

ROC de elementos traza analizados con areas mayores de 0,60.

Sensibilidad

RESULTADOS

Curva ROC sumersion

1 — Litio Hv
— - Boro Hy
_,—o—'—"__'_'_ﬂ_f Estrancio Hv
—Broma Hy
Magnesio Hv

—Linea de referencia

T |
04 06 08 1,0

1 - Especificidad

Figura 11. Curva ROC de los elementos traza en humor vitreo en casos de sumersion.
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La tabla 27 muestra el valor del &rea bajo la curva ROC, desviacion estandar,
probabilidad y los limites superior e inferior del area de la curva en los casos de
sumersion. Se muestran también los puntos de corte y especificidad y sensibilidad.

El andlisis de las curvas ROC puso de manifiesto que las concentraciones de litio,
boro y estroncio en humor vitreo mostraron la mayor capacidad de discriminacién en los

casos de sumersion, presentando areas superiores a 0,6 tanto el bromo como el magnesio.

Variables de
resultado de Error Punto de | Sensibilidad | Especificidad

prueba estandar? inferior | superior corte

Tabla 27. Area bajo la curva ROC de elementos traza en los casos de sumersion, error estandar,
probabilidad y limites superior e inferior del area.

4.1.9. Analisis de regresion logistica segun edad, sexo, peso de pulmones,
intervalo postmortem y de los elementos quimicos en sangre y humor

vitreo.

Realizamos un analisis de regresion logistica para valorar las relaciones entre los
distintos parametros, en el que la variable independiente fue la muerte por sumersién y
las variables dependientes la edad, sexo, peso de pulmones, intervalo postmortem y
concentraciones de elementos traza en sangre y humor vitreo (tablas 28-32).
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En el analisis de regresion logistica univariante que se muestra en la tabla 28, no
son factores asociados a la muerte por sumersion la edad, el sexo, peso de pulmones, asi

como en el intervalo postmortem.

95% C.I.
B Error Wald al OD Inferior | Superior
estandar p
Edad -,023 ,012 3,887 1 ,049 ,978 ,956 1,000
Sexo | Hombre | 577 ,538 1,151 1 ,283 1,781 ,620 5,115
Mujer Ref. Ref. Ref. Ref. Ref. Ref. Ref. Ref.
Peso de pulmon
derecho (gr) ,002 ,001 2,198 1 ,138 1,002 ,999 1,004
Peso de pulmon
izquierdo (gr) ,002 ,001 2,958 1 ,085 1,002 1,000 1,004
Intervalo
postmortem ,027 ,023 1,329 1 ,249 1,027 ,981 1,076
(horas)
Tabla 28. Andlisis de regresion logistica univariante de edad, sexo, peso de pulmones e intervalo
postmortem.

En el andlisis de regresion logistica univariante las concentraciones en sangre de
boro en sangre periférica y en sangre de ventriculo izquierdo, estroncio y magnesio en las
tres localizaciones, bromo en sangre de ventriculo izquierdo, y calcio en sangre de

ventriculo izquierdo y derecho, fueron factores asociados significativamente a la muerte

por sumersién (tabla 29).
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95% C.I.
B Error Wald al OD Inferior | Superior
estandar p

Li VD -,003 ,008 ,102 1 ,750 ,997 ,981 1,014
mg/l

Li SP -,009 ,009 1,013 1 ,314 ,991 974 1,008
mg /I

Li VI ,003 ,009 141 1 ,707 1,003 ,986 1,021
mg/l

B VD ,005 ,002 6,088 1 ,014 1,005 1,001 1,009
mg/l

B SP ,011 ,003 11,309 1 ,001 1,011 1,004 1,017
mg/l

B VI ,013 ,003 15,601 1 ,000 1,013 1,006 1,019
mg/l

SrvD ,019 ,006 12,002 1 ,001 1,020 1,008 1,031
mg/l

Sr SP ,025 ,007 13,866 1 ,000 1,026 1,012 1,039
mg/l

Sr Vi ,027 ,008 11,747 1 ,001 1,028 1,012 1,044
mg/l

Br VD ,080 ,038 4,479 1 ,034 1,084 1,006 1,167
mg/l

Br SP ,045 ,029 2,460 1 ,117 1,046 ,989 1,108
mg/l

Br VI ,387 ,090 18,632 1 ,000 1,472 1,235 1,755
mg/l

Mg VD mg/I ,035 ,010 12,061 1 ,001 1,036 1,015 1,056

Mg SP mg/I ,054 ,014 15,303 1 ,000 1,056 1,027 1,085

Mg VI mg/l ,044 ,011 15,908 1 ,000 1,045 1,023 1,068

Ca VD mg/I ,029 ,009 11,215 1 ,001 1,030 1,012 1,048

Ca SP ,009 ,007 1,820 1 177 1,010 ,996 1,024
mg/l

Ca Vi ,029 ,008 13,892 1 ,000 1,030 1,014 1,046
mg/Il

Tabla 29. Andlisis de regresion logistica univariante de los elementos quimicos litio, boro, estroncio,
bromo, magnesio y calcio en las muestras de sangre periférica, ventriculo derecho y ventriculo izquierdo.

En el anélisis de regresion logistica multivariante las concentraciones de boro en
sangre periféricay estroncio y bromo en sangre de ventriculo izquierdo permanecen como

factores asociados significativamente a la muerte por sumersion (tabla 30).
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95% C.1.
B Error Wald al oD Inferior | Superior
estandar p
B SP ,012 ,005 5,790 1 ,016 1,012 1,002 1,021
mg/l
Sr VI ,033 ,012 7,726 1 ,005 1,033 1,010 1,057
mg/l
Br VI 379 ,132 8,227 1 ,004 1,461 1,127 1,892
mg/l

Tabla 30. Andlisis de regresion logistica univariante de boro en sangre periférica y estroncio y bromo en
sangre de ventriculo izquierdo.

En el anélisis de regresion logistica univariante las concentraciones en humor vitreo

de boro, estroncio y bromo fueron factores asociados significativamente a la muerte por

sumersion (tabla 31).

95% C.1.
B Error Wald gl OD Inferior | Superior
estandar p

Li HV -,003 ,014 ,047 1 ,828 ,997 ,970 1,025
ng/l

B HV ,010 ,006 3,438 1 ,044 1,010 1,002 1,022
ng/l

SrHV ,043 ,016 6,737 1 ,009 1,044 1,010 1,078
ng/l

Br HV ,691 ,381 3,291 1 ,040 1,996 1,146 4,212
ng/l

Mg HV ,060 ,052 1,359 1 ,244 1,062 ,960 1,175
ng/l

Tabla 31. Andlisis de regresion logistica univariante de los elementos quimicos litio, boro, estroncio,

bromo y magnesio en humor vitreo.

En el andlisis de regresion logistica multivariante las concentraciones en humor

vitreo de boro y bromo permanecen como factores asociados significativamente a la

muerte por sumersion (tabla 32).
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95% C.I.
B Error Wald gl oD Inferior | Superior
estandar p
B HV ,014 ,006 5,729 1 ,017 1,015 1,003 1,027
ng/l
Br HV 1,207 ,543 4,933 1 ,026 | 3,343 1,152 9,696
ng/l

Tabla 32. Andlisis de regresion logistica multivariante de boro y bromo en humor vitreo.

4.1.10. Anadlisis discriminante en elementos traza en muestras de sangre y
humor vitreo.

Realizamos un analisis discriminante en las muestras de sangre con los elementos
quimicos que mostraron las curvas que mejor discriminaban entre casos de sumersién y
otras causas de muerte. Como variable dependiente se utilizé el grupo diagnostico,
diferencidndose entre sumersién y no sumersion, y como variable independiente se
establecieron las concentraciones de los elementos quimicos. En la tabla 33 se muestran

los porcentajes correctos de clasificacion, tanto de manera individual como conjunta.

El andlisis discriminante mostrd que la determinacion de boro en sangre periférica
permitio una correcta identificacion del 85,6% de los casos de sumersién, asi como las
concentraciones de bromo en sangre de ventriculo izquierdo. En el caso del estroncio
alcanzé una clasificacion correcta del 94,6%, con el analisis de sus concentraciones en
ventriculo izquierdo. A su vez, la clasificacion conjunta de los tres elementos, boro en
sangre periférica y bromo y estroncio en ventriculo izquierdo, permitié alcanzar una

clasificacion correcta de los casos de sumersion del 96,4%.

Sumersién No Sumersion Total Punto de corte
(% clasificacion (% clasificacién (% clasificacién
correcta) correcta) correcta)
B SP 85,6 46,2 78,1 59,503
Br VI 85,6 69,2 82,5 9,141
Sr VI 94,6 76,9 91,2 59,764
B SP 59,503
Br VI 96,4 84,6 92,7 9,141
Sr VI 59,764

RESULTADOS
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También realizamos un analisis discriminante en las muestras de humor vitreo
utilizando como variable dependiente se utilizé el grupo diagnoéstico, diferenciandose
entre sumersion y no sumersion, y como variables independientes los factores asociados
significativamente a la muerte por sumersion en el analisis de regresion logistica
multivariante. En la tabla 34 se muestran los porcentajes correctos de clasificacion, tanto

de manera individual como conjunta.

El analisis discriminante mostré en humor vitreo los mejores resultados para las
concentraciones de boro y bromo. La determinacion de boro en humor vitreo permitié
una correcta identificacion del 91,0% de los casos de sumersion, mientras que en el caso
del bromo permitié una clasificacion correcta del 74,8% de los casos. A su vez, la
clasificacion conjunta de los dos elementos, boro y bromo, permitié alcanzar una

clasificacion correcta de los casos de sumersion del 91,0%.

Sumersién No Sumersion Total Punto de corte
(% clasificacion (% clasificacion (% clasificacién
correcta) correcta) correcta)
B HV 91,0 57,7 84,7 11,611
Br HV 74,8 57,7 75,1 3,06
B HV 91,0 57,7 84,7 11,611
Br HV 3,06

Tabla 34. Andlisis discriminante en humor vitreo de boro y bromo.

4.1.11. Andlisis de componentes principales en los tres grupos diagnosticos y

todos los elementos quimicos analizados en las muestras de sangre.

Realizamos un analisis de componentes principales (PCA) para clasificar las
muestras en funcion de los 7 elementos trazas (variables) que se analizaron realizando
combinaciones entre si para hacer distintos grupos de causas de muerte, sumersion (n =

111) y otras causas (n = 26), para lograr un "alto nivel de evidencia".

Un analisis preliminar de los datos mediante PCA reveld una amplia separacion
entre el grupo de sumersion y otras causas de la muerte. Las variables (elementos traza)

que se dibujan estan representadas por sus proyecciones en el espacio de componentes
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utilizando su contribucion como coordenadas. Cuanto més cerca esté un elemento traza
(variable) del circulo de correlaciones, mejor podremos reconstruir esta variable a partir
de los dos primeros componentes; cuanto mas cerca del centro de la grafica esta una
variable, menos importante es para los dos primeros componentes (294). Este mapa
factorial presenta las dos primeras dimensiones del PCA, siendo el Mg, Sr, Li, B, y K los
elementos que mas contribuyen a la varianza (figura 12). EI primer eje principal explico
el 37,1% de la varianza, el segundo eje principal explicé el 14,4% de la varianza (por lo

tanto, el 51,5% en total) y todas las demas dimensiones explicaron menos de la variacién

(tabla 35).

Variables - PCA

1.0-

0.5~

Dim2 (14.4%)

-1.0 -0.5 0.0 0.5 1.0
Dim1 (37.1%)

Figura 12. Relacidn entre variables en muestras de sangre.
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Dim. 3 1.77 8.44 59.96
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Dim. 4 1.63 7.75 67.71
Dim. 5 1.40 6.67 74.38
Dim. 6 1.23 5.86 80.24
Dim. 7 0.91 4.33 84.57
Dim. 8 0.69 3.31 87.87
Dim. 9 0.60 2.84 90.72
Dim. 10 0.53 2.54 93.26

Tabla 35. Proporcion de variables retenidas por las diferentes dimensiones en muestras de sangre.

Esto sugiere que una solucién de PCA bidimensional da una buena aproximacion
de la causa de muerte a partir del Mg, Sr, Li, B, y K. En la primera dimension los
elementos que mas contribuyen a la discriminacion entre causas de muerte son (n = 4):

Mg, Sr, Li, B (figura 13). Para la segunda dimension son (n = 3): Br, Cay K (figura 14).

En la tercera dimension son (n=2): Sr y Ca (figura 15).
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Figura 13. Discriminacion de elementos en la primera dimension en muestras de sangre.
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Figura 14. Discriminacion de elementos traza en segunda dimension en muestras de sangre.
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Contribution of variables to Dim-3
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Figura 15. Discriminacion de elementos traza en tercera dimension en muestras de sangre.

En total hay 5 elementos traza que contribuyen a discriminar entre la sumersién y
otras causas de muerte. La interpretacion se observa mas facilmente desarrollando un
biplot (figura 16). Esta representaciébn muestra que la muerte por sumersion esta
caracterizada por valores en la dim 1, mientras que otras causas de muerte estan mas
distribuidas a lo largo de la dim 2. Todas las muestras muestran una clara diferenciacién
por estos elementos traza, y muestran un poder de discriminacion del 100% utilizando

analisis multivariante.
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Figura 16. Discriminacion entre sumersion (Dim 1) y otras causas de muerte (Dim 2) en muestras de

sangre.

4.1.12. Anélisis de componentes principales en los tres grupos diagnosticos y
todos los elementos quimicos analizados en las muestras de humor

vitreo.

Del mismo modo, realizamos un analisis de componentes principales (PCA) en las
muestras de humor vitreo para clasificar las muestras en funcion de los 7 elementos trazas
(variables) que se analizaron realizando combinaciones entre si para hacer distintos
grupos de causas de muerte, sumersion (n = 111) y otras causas (n = 26), para lograr un

"alto nivel de evidencia".
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Un analisis preliminar de los datos mediante PCA revel6 una amplia separacion
entre el grupo de sumersion y el otro grupo de causa de la muerte. Este mapa factorial
presenta las dos primeras dimensiones del PCA, siendo el Mg, Sr, Li, B, Cay K los
elementos que mas contribuyen a la varianza. (figura 17). El primer eje principal explico
el 37,4% de la varianza, el segundo eje principal explico el 15,7% de la varianza (por lo
tanto, el 53,1% en total) y todas las deméas dimensiones explicaron menos de la variacion
(tabla 36).
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Figura 17. Relacion entre variables en muestras de humor vitreo.
Valor propio % de varianza % acumulado de
varianza
Dim. 1 4.02 57.36 57.36
Dim. 2 1.10 15.70 73.06
Dim. 3 0.74 10.54 83.61
Dim. 4 0.64 9.14 92.75
Dim. 5 0.34 4.83 97.58

Tabla 36. Proporcion de variables retenidas por las diferentes dimensiones en muestras de humor vitreo.
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Esto sugiere que una solucion de PCA bidimensional da una buena aproximacion
de la causa de muerte a partir del Mg, Sr, Li, B, Cay K. En la primera dimensién los
elementos que mas contribuyen a la discriminacion entre causas de muerte son (n = 4):
Sr, Mg y B (figura 18). Para la segunda dimension son (n = 3): Ca, Ky Li (figura 19).
Para la tercera dimension son (n=2): Cay K (figura 20).

Contribution of variables to Dim-1

Contributions (%)
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Figura 18. Discriminacion de elementos en la primera dimension en muestras de humor vitreo.
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Figura 19. Discriminacion de elementos traza en segunda dimension en muestras de humor vitreo.
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Figura 20. Discriminacion de elementos traza en tercera dimension en muestras de humor vitreo.

En total hay 6 elementos traza que contribuyen a discriminar entre la sumersién y
otras causas de muerte. La interpretacion se observa mas facilmente desarrollando un
biplot (figura 21). Esta representacién muestra que la muerte por sumersion esta
caracterizada por valores en la dim 1, mientras que otras causas de muerte estdn mas
distribuidas tanto en la dim 1 como en la dim 2. Todas las muestras muestran una clara

diferenciacion por estos elementos traza, y muestran un poder de discriminacién del 100%
utilizando analisis multivariante.
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Figura 21. Discriminacion entre sumersién (Dim 1) y otras causas de muerte (Dim 2) en muestras de
humor vitreo.
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4.2.  APROXIMACION PROTEOMICA

4.2.1. ldentificacion y cuantificacion de proteinas en las muestras de plasma

en casos de muerte por sumersién y otras causas de muerte.

Disefiamos un experimento protedmico piloto con muestras de plasma de cuatro
casos forenses (50% hombres). Se identificaron un total de 343 proteinas a partir de las
muestras de plasma empobrecidas en proteinas. Todas las muestras se analizaron segun
la causa de la muerte: se detectaron 2097 espectros con un umbral del 88%, para una tasa
de FDR de 0,43%; se identificaron 51 proteinas con un umbral del 99,0%, con un minimo

1 péptido, para una tasa de FDR de 6.2%.

Después de la cuantificacion de la muestra de estas 51 proteinas, 28 eran proteinas
comunes, 16 proteinas s6lo aparecieron en el grupo control y 7 en muertes por sumersién
(figura 22).

A)
16 2y3

Figura 22. Diagrama de Venn de proteinas agrupadas por causa de muerte
(obtenido de Scaffold viewer).

Todas las proteinas identificadas fueron estudiadas atendiendo a su funcion
bioldgica registrada, patron de expresion relativa y vias fisiopatologicas publicadas. La

figura 23 muestra el nimero de proteinas agrupadas por sus funciones bioldgicas.
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Apolipoproteina A1 y a-1 antitripsina resultaron expresarse de manera diferente, siendo
menos abundante en sumersion, mientras que la apolipoproteina A-1 parecia expresarse

mas en sumersion (figuras 24 y 25).
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No anotada  Transporte Transporte Regulacion Proteinas Metabolismo Moco ocular Factores de
02 iones proteinas, relacionadas lipidico, fase homeostasis transcripcion
Metabolismo retinoly aguda e
dseo tiroides inflamacién

FUNCION BIOLOGICA

Figura 23. Namero de proteinas expresadas tanto en sumersién como en grupo control, agrupadas por
su funcion biolégica.
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Figura 24. Vision cuantitativa de la normalizacion de la diferencial expresion de Apolipoproteina A-1
(obtenido de Scaffold viewer).
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Figura 25. Vision cuantitativa de la normalizacion de la diferencial expresion de a-1 antitripsina
(obtenido de Scaffold viewer).

Al realizar subanalisis de las muestras de casos y controles, analizamos un caso de
sumersion vs. una muerte por ahorcamiento, 905 espectros se identificaron al umbral de
99,0%, para una tasa de FDR del 0,12%. Se identificaron 19 proteinas al 99,0%, umbral

con un minimo de 1 péptido para una tasa de FDR del 5,6%.

Después de la cuantificacion de la muestra, observamos nueve proteinas
compartidas, ocho en la muerte por ahorcadura y solo dos en la muestra de sumersién
(figura 26). Nuevamente identificamos apolipoproteina-A1l y a-1 antitripsina expresadas
diferencialmente en sumersién y muerte por ahorcadura (figuras 27 y 28) pero con niveles

mas bajos de a-1 antitripsina en ahorcadura.

Ahorcadura Sumer5|on

Q)

Figura 26. Diagrama de Venn de proteinas en los
casos vs. subanalisis de control de varones (1 varén
fallecido por ahorcadura y 2 fallecidos por
sumersion).
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Figura 27. Vision cuantitativa de la normalizacién de la apolipoproteina Al expresada
diferencialmente en el subanalisis de casos frente a controles en varones.
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Figura 28. Vision cuantitativa de la normalizacion de o-1 antitripsina expresada
diferencialmente en el subanalisis de casos frente a controles en varones.

Por otro lado, al comparar la sumersion vs. politraumatismo, 1325 espectros se
detectaron en el umbral de 83,0%, con una tasa de FDR de 0,80%; se identificaron 37
proteinas en el umbral del 99,0% con un minimo de 1 péptido y una tasa de FDR de 5,7%.

De estas 37 proteinas, se observaron 18 compartidas. Solo se identificaron 4 proteinas en

el caso de sumersiény 14 en el caso de muerte por politraumatismo (figura 29).
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D)

Sumersion Politraumatismo

Figura 29. Diagrama de Venn de proteinas en los
casos vs. subanalisis de control de mujeres (6
mujeres fallecidas por accidente de traficoy 3

mujeres fallecidas por sumersion).

Ademas, apolipoproteina Al resulté estar mas expresada en la muerte por
sumersion (figura 30). En comparacion, la a-1 antitripsina aparecié mas expresada en las

muertes por politraumatismos (figura 31).
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Figura 30. Vision cuantitativa de la normalizacién de la apolipoproteina Al expresada
diferencialmente en el subanalisis de casos frente a controles en mujeres.
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Figura 31. Vision cuantitativa de la normalizacion de a-1 antitripsina expresada diferencialmente en el
subandlisis de casos frente a controles en mujeres.

4.2.2. Evaluacion cuantitativa de apolipoproteina Al y a-1 antitripsina en

casos de muerte por sumersién y otras causas de muerte.

Para validar los resultados obtenidos en la expresion de proteinas, analizamos en
25 casos las concentraciones en sangre de ambas proteinas. Incluimos 25 casos forenses
16 fallecidos de muerte por sumersion y 9 por otras causas de muerte. EI 72% de los casos
fueron hombres, con edad media 58+/-18,2 afios y con un intervalo postmortem de 23,0+/-
15,0 horas. El intervalo postmortem superd las 72 horas solo en un caso de sumersion.
Evaluamos las concentraciones obtenidas en el grupo de casos por sumersién vs control
para apolipoproteina Al, siendo 141,21+/-40,52 vs 87,58+/-38,37 mg/dl, y o-1
antitripsina, siendo 108,73+/-50,08 vs 173,62+/- 75,76 mg/dl, obteniendo diferencias

estadisticamente significativas para ambas proteinas (figura 32).
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Figura 32. Niveles plasmaticos de apolipoproteina Al (A) y a-1 antitripsina (B) comparados
en sumersion vs. muestras controles (T-student no apareados).
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A continuacion, analizamos si los biomarcadores eran factores predictivos para
diagnosticar la muerte por sumersion, y tanto la apolipoproteina Al (tabla 37) como la a-
1 antitripsina (tabla 38) resultaron estar asociadas con la muerte por sumersion. Cuando
se ajustaron por factores de confusion, ambos permanecieron como factores predictivos

independientes (p=0,010 y p=0,022, respectivamente).

Variable Coeficientes Coeficientes T Valor

dependiente desestandarizados estandarizados p

Univariable B 95%CI | B
for B

Sumersién -53.75 -90.0-(- | -0.56 -3.08 | 0.006
17.49)

Multivariable

Sumersién -54.69 -3.82-(- | -0.56 -2.84 |0.010
14.26)

Edad 0.13 -0.96- 0.05 0.24 |0.811
(1.21)

Sumersién -9.40 -49.89- | -0.09 -0.48 |0.633
31.18

Tabla 37. Andlisis de asociacion (regresion lineal) de los niveles de apolipoproteina Al con muerte por
sumersion. B: Coeficiente de regresion; 95%ClI: 95% intervalo de confianza.

Variable Coeficientes Coeficientes T Valor

dependiente desestandarizados estandarizados p

Univariable B 95%CI | B
for B

Sumersién 64.90 9.13- 0.48 2.43 10.025
120.66

Multivariable | -68.54 -10.88- | 0.50 2.45 10.022
126.19)

Sumersién -0.69 -2.36- -0.18 -0.87 |0.395
0.98

Edad 30.62 -30.0- 0.21 -1.06 | 0.303
91.22

Género

Tabla 38. Anélisis de asociacion (regresion lineal) de los niveles de a-1 antitripsina (b) con muerte por
sumersion. B: Coeficiente de regresion; 95%ClI: 95% intervalo de confianza.
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4.2.3. Andlisis de las diferencias de concentraciones plasmaticas de
apolipoproteina Al y a-1 antitripsina en los casos de muerte por

sumersion y otras causas de muerte mediante curvas ROC y analisis
discriminante.

Construimos curvas de caracteristicas operativas del receptor (ROC) para los
niveles de biomarcadores segun causa de la muerte. En el caso de las muertes por
sumersion, los niveles de apolipoproteina A1 mostraron un area bajo la curva de 0.85,
p<0,010, mientras que los valores de a-1 antitripsina no alcanzaron una diferencia
estadisticamente significativa (figura 33, tabla 39). El punto de corte con mejor

especificidad y sensibilidad en el caso sumersion para apolipoproteina Al fue de 100
mg/dl (tabla 40).
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Figura 33. Curvas ROC de niveles de apolipoproteina y a-1 antitripsina
en la prediccién de muerte por sumersion.

Realizamos un analisis discriminante con el punto de corte que mostrd las mejores

curvas de discriminacién entre sumersion y no sumersion. Usamos el grupo diagndstico
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como variable de agrupacion, estableciendo dos grupos: muertes por sumersion y casos
control. Se alcanzé una clasificacion correcta mediante el punto de corte de
apolipoproteina Al del 73,9% de los casos (tablas 39, 40 y 41).

Variable Area | Error Valor | Limite | Limite Punto
estandar | p inferior | superior | de
corte
Apolipoproteina | 0.85 0.09 0.010 [0.68 1.0 100
Al
a-1 antitripsina | 0.33 0.13 0.217 |[0.08 0.58

Tabla 39. Areas por debajo de las curvas ROC, error estandar y limites inferior y superior del area.
Puntos de corte establecidos segln el uso de una curva caracteristica del operador del receptor.

Variable Sensibilidad del | Especificidad
punto de corte | del punto de
corte
Apolipoproteina A1 | 0.89 0.50
a-1 antitripsina

Tabla 40. Analisis discriminante usando apolipoproteina A1 sumersion.

Variable Sumersiéon | No sumersion Total (%
(% (% clasificacion
clasificacion | clasificacion correcta)
correcta) correcta)
Apolipoproteina | 86.7 50.0 73.9
Al
a-1 antitripsina

Tabla 41. Andlisis discriminante usando apolipoproteina A1 sumersion.
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La muerte por sumersion continda siendo uno de los problemas de dificil resolucion
dentro de la medicina legal y forense, no existiendo en la actualidad una prueba
inequivoca y especifica para su diagndstico positivo. Segun la Organizacion Mundial de
la Salud se producen 450.000 muertes al afio por ahogamiento siendo la segunda causa
de muerte accidental después de los accidentes de trafico (43), aunque estos datos estan

infravalorados por las dificultades en la comunicacion de muertes por sumersion (49).

El aumento de las actividades recreativas en medio acuético (38), asi como la accion
de la naturaleza en forma de inundaciones, tsunamis, etc. ha dado lugar a un auge en el
ndmero de fallecidos a consecuencia de la sumersion, ademas de la necesidad de
diferenciar si la sumersion fue vital de los casos en los que el cuerpo sin vida fue arrojado
al agua. Demostrar la sumersion como causa de la muerte sigue siendo un problema de
dificil resolucion en la practica forense ya que los signos macroscopicos y microscopicos

no son especificos y la prueba diagndstica ideal todavia no esté establecida (160).

En el estudio forense de muertes violentas, en algunos casos es dificil determinar
un diagnéstico inequivoco solo basado en los hallazgos histopatoldgicos. Por este motivo
se ha desarrollado un importante campo de investigacion en los &mbitos forenses en la
busqueda de pruebas complementarias que faciliten el diagndstico postmortem,
investigaciones que pueden tener implicaciones en la practica clinica, para aquellos

sujetos que han sobrevivido a un proceso de sumersion.

En el examen médico forense de las muertes por sumersion se realizan estudios
complementarios amplios (histopatoldgicos, toxicoldgicos y bioldgicos) y se han llevado

a cabo numerosos estudios en diferentes areas para conseguir un diagndstico positivo.

Los hallazgos histopatoldgicos a nivel del pulmén que es el principal érgano
afectado, tales como el aumento del peso pulmonar (147), enfisema acuoso, congestion
pulmonar, edema, hemorragia alveolar, ruptura de paredes alveolares sefialados por

Shkrum y Ramsay (110), no son especificos y no permiten un diagnéstico positivo.

El estudio de diatomeas a nivel bioldgico presenta limitaciones, como indican

Lunetta y Modell (109) pudiendo dar lugar a falsos positivos (contaminacion antemortem
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0 postmortem) y a falsos negativos (baja concentracién de diatomeas, escasa cantidad de
liquido inhalado).

A nivel radioldgico, aunque se han realizado tomografias computarizadas en las que
se ha evidenciado acumulacion de liquido a nivel de senos craneales (248,249), para
Astrid et al (252) no es posible diferenciar de forma fiable la muerte por sumersion de

otras muertes por otros mecanismos de asfixia.

Piette y De Letter (160) sefialaron el desplazamiento de componentes alveolares a
la circulaciéon general por la ruptura de las paredes alveolares, y en este sentido se
estudiaron la proteina A y D del surfactante (94,223,258-261), la estabilidad del
surfactante pulmonar (255) y Miyazato et al. (262) se centraron en la expresion del RNA
mensajero de las proteinas del surfactante. Todo ello sin concluir como prueba
diagndstica definitiva ninguno de los estudios realizados.

En el campo de la bioquimica se han realizado estudios en relacion a la variabilidad
de los elementos quimicos como consecuencia de la penetracion de agua en el organismo
en la sumersion desde principios del siglo pasado (201-204), existiendo un auge en estos
estudios a principios de este siglo y gracias al avance en las técnicas de deteccion de
elementos traza (ICP-MS y ICP-OES). Las alteraciones electroliticas que se producen
como consecuencia del ingreso del agua en el torrente circulatorio en la sumersion
dependen de la cantidad y del tipo del liquido aspirado, asi como de la concentracion de
los elementos quimicos presentes en dicho liquido.

Los cambios electroliticos en la sumersion han sido ampliamente estudiados como
métodos complementarios para el diagnéstico de la causa de la muerte basandose en el
estudio de sustancias quimicas en la circulacion sanguinea presentes en el organismo en

bajas concentraciones y que ademas se encuentran en el agua de sumersion.

En este sentido y segun Maeda et al. (206), los marcadores bioquimicos deben ser
de respuesta rapida, tienen que tener estabilidad postmortem, especificidad y sensibilidad
y realizarse por técnicas analiticas rapidas y fiables para la deteccién, entre otras

caracteristicas. Dentro de los de mayor valor diagndstico se encuentran los electrolitos

DISCUSION 173



INVESTIGACION BIOQUIMICA Y APROXIMACION PROTEOMICA DE FLUIDOS BIOLOGICOS EN MUERTES POR SUMERSION

(207). El estroncio ha sido ampliamente estudiado como marcador
(40,160,214,218,221,223-225,243) con resultados positivos para la diferenciacion entre
sumersion en agua dulce y agua salada. Su concentracion en sangre se encuentra entre
16-95ug/L, siendo dicha variacion consecuencia de la alimentacion, el tipo de agua y el
uso de farmacos (215), con concentraciones en agua de mar de hasta 13000 pg/L, siendo

un marcador potencial de muertes por sumersion (218).

No hallamos correlaciones estadisticamente significativas de los elementos traza
analizados en humor vitreo con el intervalo postmortem, siendo nuestros hallazgos

concordantes con los estudios previos (295).

En nuestro estudio procedimos a analizar los niveles de boro, bromo, magnesio,
litio, calcio, estroncio y potasio en muestras de sangre de cadaveres en el marco de la
rutina médico-legal en tres localizaciones (ventriculos y sangre periférica) y en humor
vitreo en casos de muertes por sumersion como en otras causas de muerte, asi como en el
medio de sumersion en aquellos casos en los que se confirm6 como causa de muerte la

sumersion.

Encontramos que tanto boro como litio mostraron ser buenos marcadores en el caso
de muertes por sumersién, siendo sus concentraciones significativamente superiores en
muertes por sumersion en las tres localizaciones sanguineas y una fuerte asociacion

estadistica en todas las muestras de sangre.

Otros elementos que se encuentran en elevada concentracion tanto en agua de mar
como en sangre humana son el magnesio y el calcio. Zhu et al. (231) en 2003 observaron
niveles de calcio y magnesio elevados en sumersion en agua salada en sangre cardiaca,
mientras que en 2005 (232) encontraron niveles significativamente méas elevados en
sangre central y periférica de calcio y magnesio en las muertes por sumersién en agua
salada, no existiendo un aumento significativo dependiente del tiempo en periodos

postmortem tempranos.

En nuestro estudio, los niveles tanto de magnesio como de calcio mostraron

diferencias estadisticamente significativas entre las concentraciones en los casos de
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muerte por sumersion y otras causas de muerte en relacion a las muestras de sangre de
ventriculo derecho y sangre de ventriculo izquierdo; a su vez, Las concentraciones de
magnesio en las tres localizaciones sanguineas fueron significativamente mas elevadas
en los casos de sumersion frente a otras causas de muerte, mostrandose también como
buen marcador de la muerte por sumersion. Sin embargo, el calcio no mostrd diferencias
estadisticamente significativas en las muestras de sangre periférica, con bajas diferencias
de concentraciones en el caso de las muertes por sumersion y otras causas de muerte, lo

que lo hace un marcador relativamente poco Util de manera aislada.

Con respecto al bromo, en nuestro estudio encontramos mayores diferencias de
concentracion a nivel de sangre de ventriculo izquierdo. En las correlaciones entre las
distintas localizaciones y el agua de sumersién mostro buenos resultados en relacion a las
concentraciones de humor vitreo y sangre periférica, no existiendo diferencia
significativa entre el agua de sumersion y las concentraciones de sangre de ventriculo
izquierdo y ventriculo derecho. Esto indicaria que el bromo podria ser un potencial

marcador se sumersion a partir de las muestras de humor vitreo (296).

Potasio no manifestd correlacion significativa de las muestras de sangre en las tres
localizaciones y de las muestras de humor vitreo con el agua de mar, asi como tampoco
una diferenciacion significativa con las muestras de humor vitreo, de tal manera que el

potasio no seria un buen marcador para el diagndstico de muerte por sumersion.

El estroncio ha sido estudiado ampliamente como marcador en el diagnostico de la
muerte por sumersion, siendo actualmente en la practica forense uno de los estudios de
electrolitos usado como método complementario especialmente en el caso de la
sumersion en el agua salada, y con mayor precaucién en el caso de sumersion en al agua
dulce. Paraello en la practica forense se utilizan muestras de suero de sangre de ventriculo
derecho, ventriculo izquierdo y sangre periférica y se compara con las concentraciones
de estroncio halladas en agua de sumersion (Orden JUS/1291/2010, de 13 de mayo). En
el caso de sumersion en agua salada las diferencias de concentracion son mas elevadas
que en el caso de sumersion en agua dulce; en relacion a los niveles de estroncio en sangre
de ventriculo derecho e izquierdo en casos de sumersion en agua dulce, Azparren et al.

(40) llegaron a un 32% de diagndstico de sumersion; Pérez Carceles et al. (41,246)
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confirmaron los resultados de Azparren, con valores muy superiores para las
concentraciones de estroncio probablemente debido a las diferencias de concentraciones
de estroncio en el agua de sumersion de los casos estudiados, estando dichos casos
localizados en el norte de Espafia en el estudio de Azparren et al. y en el sur de Espafia

en los estudios de Pérez Carceles et al.

En el afio 2000, Azparren et al. (221) concluyeron que valores superiores de
estroncio a 172 pg/L en sangre de ventriculo izquierdo eran indicativos de muerte por
sumersion. En nuestro estudio obtuvimos resultados analogos en relacién al estroncio y
concordantes con los estudios previos realizados, confirmandose como especialmente (til

para el diagndstico de sumersion.

En los anélisis de humor vitreo que realizamos se mostraron altos niveles de bromo,
estroncio, litio, boro, magnesio y potasio en los casos de sumersion frente a las muertes
por otras causas, con diferencias estadisticamente significativas en los seis elementos.
Solamente no hallamos diferencias significativas en el caso de las concentraciones de

potasio.

Nuestros resultados revelan que los 7 elementos analizados correlacionan sus
concentraciones entre las halladas en sangre con las concentraciones en humor vitreo, lo
que pone de manifiesto la utilidad de este fluido, como una alternativa a la determinacién
en sangre de elementos traza para el diagnostico de la muerte por sumersion. También
comprobamos que las concentraciones de todos los elementos traza correlacionan de
forma significativa y positiva entre la sangre y el agua de sumersion, lo que orienta a

confirmar la aspiracion de agua como un proceso vital.

En el caso del litio, bromo, calcio y estroncio también hubo correlaciones
estadisticamente significativas entre las concentraciones en humor vitreo y agua de

sumersion.

Al realizar los andlisis de correlaciones bivariadas de los niveles de los elementos
entre la sangre, en las tres localizaciones, el humor vitreo y el agua de sumersion hallamos

correlaciones estadisticamente significativas para todos los elementos traza. Todos los
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marcadores analizados presentaron correlaciones entre si en todas las localizaciones

sanguineas.

En el andlisis de las curvas ROC en las muestras en sangre las concentraciones de
litio, boro, estroncio y magnesio entre tres localizaciones y de magnesio y calcio en sangre
de ambos ventriculos tienen un alto poder de discriminacion entre muerte por sumersion
frente a otras causas. La mayor capacidad discriminante se hallé para las concentraciones
de estroncio, litio y magnesio con las areas bajo la curva mayores de 0,70. Para las
concentraciones de boro se hallé6 mayor capacidad discriminante en las muestras de
sangre de ventriculo izquierdo, mientras que para bromo la mayor capacidad
discriminante se comprobo en sangre de ventriculo izquierdo y en el caso del calcio tanto
en sangre de ventriculo derecho como izquierdo. Tanto boro, bromo como calcio

presentaron sensibilidades y especificidades menores.

En el analisis de las curvas ROC la mayor capacidad discriminante en humor vitreo
entre muerte por sumersion frente a otra causa de muerte se hallo para las concentraciones
de estroncio, litio, boro, bromo y magnesio con las areas bajo la curva mayores de 0,60,
teniendo segun los puntos de corte establecidos, la mejor sensibilidad y especificidad el

boro, el litio y el estroncio.

Con los elementos traza con capacidad para discriminar muertes por sumersion de
otras causas de muerte que fueron identificados con las curvas ROC, realizamos un
analisis de regresion logistica para conocer los factores asociados a la muerte por
sumersion. Las variables edad, sexo, peso de los pulmones e intervalo postmortem no

fueron factores asociados a la muerte por sumersion.

Por otra parte, en el caso de la sangre las concentraciones de bromo, estroncio, boro
y magnesio en las tres localizaciones y calcio y bromo en ambos ventriculos fueron
factores asociados en la muerte por sumersion. Sin embargo, en el analisis multivariante
solo las concentraciones de estroncio y bromo en ventriculo izquierdo y boro en sangre
periférica se mantuvieron como factores predictivos en la muerte por sumersion. En el
analisis de regresion logistica de las muestras de humor vitreo, fueron factores asociados

las concentraciones de bromo, boro y estroncio, permaneciendo en el multivariante el
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boro y bromo, siendo el primer factor asociado a la muerte por sumersién el bromo. En
este sentido, Tanaka et al (296) encontr6 que el aumento de bromo en el liquido del seno
esfenoidal podria ser un marcador bioquimico de apoyo en el diagnéstico de las muertes
por sumersion en agua salada ya que el bromo se encuentra en concentraciones mas
elevadas en agua salada y que el aumento del liquido del seno esfenoidal no se produce a

consecuencia de los fendmenos de putrefaccion.

Al realizar el andlisis discriminante con las variables que han sido factores
asociados a la muerte por sumersion en el analisis de regresion logistica se obtuvo que la
determinacion conjunta de boro en sangre periférica y bromo y estroncio en sangre de
ventriculo izquierdo permitia una correcta identificacion en el 92,7% de los casos, siendo
el porcentaje correcto de clasificacion de los casos de sumersion del 96,4%. De manera
individual, las determinaciones de estroncio en sangre de ventriculo izquierdo
constituyeron los parametros que mejor clasificacion consiguieron en los casos de
sumersion (identificacion correcta de 94,6%.) Estos hallazgos sugieren que las
determinaciones de boro, bromo y estroncio en sangre se constituyen como elementos
especialmente Utiles para el diagndstico de las muertes por sumersion en agua de mar. En
este sentido, los estudios realizados por Pérez-Cérceles et al. en 2012 (243) concluyeron
una determinacion correcta del 73,2% de los casos con la determinacion conjunta de
estroncio, magnesio, cloro y sodio en sangre para la identificacion de los casos de muerte

en agua salada.

El andlisis discriminante del humor vitreo revel6 que la determinacién conjunta de
boro y bromo en humor vitreo pueden ser especialmente Utiles para el diagndstico de la
muerte por sumersion en agua salada, con una identificacion correcta de 91%. De forma
individual, la determinacion de boro en humor vitreo fue el parametro que mejor clasificd
los casos de sumersion en agua salada (91%). La determinacion conjunta de boro y bromo
en humor vitreo se elevd la capacidad discriminante para la correcta identificacion en los

casos de muerte por sumersién en agua salada, llegando al 91%.

El humor vitreo permanece en un compartimento estanco siendo menos susceptible
a los efectos de la descomposicién o contaminacion, pudiendo encontrarse niveles

elevados de sodio en los casos de muerte por sumersién en agua salada mientras que seran
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bajos en los casos de sumersion en agua dulce (297), aunque pueden ser causados por
deshidratacion, exceso de sodio en la dieta o por difusion postmortem (298).

En 2016 Garland et al. (299), estudiaron en humor vitreo los niveles de sodio y
cloro en sumersion en agua salada encontrando que los niveles eran més elevados cuando
el tiempo de sumersion era inferior a 1 hora, con niveles de sodio y cloro postmortem en
humor vitreo de 259 mmol/L con una sensibilidad y especificidad de 80% y 90%
respectivamente. Zilg et al. (247) estudiaron la relacion entre el intervalo postmortem y
los niveles de sodio y cloro en humor vitreo llegando a la conclusion que los niveles

descienden lentamente con el intervalo postmortem.

En 2017 Tse et al. (300) estudiaron el magnesio en humor vitreo encontrando en
los casos de sumersion cuyos cuerpos han sido recuperados del agua en intervalos de
tiempo superior a 1 hora, evidencias estadisticamente significativas de que los niveles de
magnesio se encontraban mas elevados en relacion a aquellos que habian permanecido en
agua menos de 1 hora y al igual que en otras causas de muerte; también estudiaron los
niveles de cloruro de sodio encontrando evidencias estadisticamente significativas de
niveles en humor vitreo méas elevados en los casos que habian permanecido en agua un

intervalo de tiempo inferior a 1 hora.

Asi los estudios en humor vitreo para el diagnostico de muerte por sumersion son
escasos y centrados la mayoria en el diagnéstico de la data de la muerte y la relacion entre
muerte y alcohol, diabetes, reacciones anafilacticas y la hipotermia en el campo de la
patologia forense (301). Por lo tanto, es dificil comparar nuestros resultados con estudios

previos publicados por otros investigadores.

Ademas del estudio de los elementos traza, realizamos un experimento protedmico
piloto con muestras de plasma obtenidas de casos forenses (302). Dado que los patrones
de expresion de proteinas pueden estar influenciados por caracteristicas demogréaficas
interpersonales como edad y sexo (303,304), seleccionamos muestras emparejadas. Por
lo tanto, usamos muestras de 4 casos forenses: dos casos de sumersion y dos controles
(uno de ahorcadura, que comparte el contexto de asfixia fisiopatoldgica con la sumersion

y un tipo de muerte radicalmente diferente, politraumatismo).
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Después de aplicar parametros restrictivos en el procesamiento de datos para la
identificacion de péptidos y proteinas, seleccionamos proteinas que mostraban diferentes

niveles de expresion en muestras de sumersion y controles.

La apolipoproteina Al (imagen 32) resulté tener un mayor nivel de expresion en
sumersion en comparacion con los casos controles, mientras que para a-1 antitripsina
(imagen 32), encontramos niveles mas bajos en los casos de sumersion, salvo en el caso

de muerte por ahorcadura, debido a la etiologia comun con la muerte por sumersion.

Imagen 32. Apolipoproteina Al y alfa-1 antitripsina.

Para corroborar mejor nuestros resultados, realizamos un experimento de
validacion con muestras de plasma de muertes por sumersién y casos controles. Los datos
del experimento de validacién revelaron, por primera vez, que tanto apolipoproteina Al
como a-1 antitripsina son factores predictivos independientes de muertes por sumersion,

incluso después de ajuste por factores de confusion.

Hasta donde sabemos, ninguno de los dos biomarcadores propuestos se ha
estudiado en el contexto de la fisiopatologia de sumersidn previamente. Varios estudios
han informado que los pacientes rescatados y que han sobrevivido de un proceso de
sumersion comparten caracteristicas clinicas con aquellos con sindrome de dificultad
respiratoria aguda, normalmente mostrando una mejor evolucion los pacientes ahogados

debido a que estos solo presentan lesiones temporales (305).
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Se ha informado de un papel importante para la apolipoproteina Al en la
patogénesis moduladora de muchas enfermedades respiratorias, como inhibicion de la
inflamacion, estrés oxidativo o lavado broncoalveolar (306,307). Investigaciones
recientes han indicado que apolipoproteina Al esta involucrada en varias patologias
respiratorias como la inflamacion neutrofilica de las vias respiratorias, en el asma tipo Il
(308).

Otras propiedades antiinflamatorias e inmunomoduladoras han sido propuestas para
apolipoproteina Al, que pueden ser relevantes para respuestas inmunes en el asma
alérgico (309,310). Por tanto, las concentraciones elevadas de apolipoproteina A1 pueden
estar relacionados con los procesos de lavado broncoalveolar, inflamacion y estrés

oxidativo que ocurren en la sumersion.

La o-1 antitripsina es un inhibidor de la serin proteasa que es producido
principalmente por los hepatocitos, pero también es producido por células alveolares
pulmonares, monocitos y macrofagos (311). Se ha propuesto un papel relevante de esta
proteina en la inflamacion y en los procesos de infeccion en el pulmon. La deficiencia de
a-1 antitripsina se ha asociado con la destruccion de las paredes alveolares y cambios
enfisematosos debido a la degradacidn de elastina inducida por elastasa en los pulmones
(311). La a-1 antitripsina participa en la proteccion de las células alveolares pulmonares
(312). Curiosamente se han identificado niveles reducidos de a-1 antitripsina en el asma

y la bronquiectasia (313,314).

Por lo tanto, la disminucion del nivel de a-1 antitripsina detectada en el plasma de
nuestros casos de sumersion puede explicarse por la presencia de inflamacion aguda,
estrés oxidativo y actividad proteasa en los pulmones. Tambien encontramos niveles mas
bajos de a-1 antitripsina en caso de ahorcadura, incluso cuando comparamos con la

muerte por sumersion.

Hasta la fecha, el mecanismo exacto que conduce a la muerte por ahorcadura ain

no se ha dilucidado. Sin embargo, las principales teorias fisiopatoldgicas se basan en
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mecanismos de asfixia respiratoria, interrupcién de flujo sanguineo debido a la oclusion

de los vasos en el cuello e inhibicion cardiaca secundaria a la estimulacion nerviosa (315).

Dado que las vias fisiopatologicas parecen estar parcialmente compartidas entre los
dos tipos de asfixia, no es de extrafiar que la a-1 antitripsina apareciera poco expresada

en los casos de ahorcadura y sumersion.

Tanto la fisiopatologia de la sumersion como la supervivencia tras un suceso de
ahogamiento comparten signos de edema pulmonar, pérdida de surfactante y aumento de
la permeabilidad del capilar alveolar de la membrana lo que produce a una disminucion
de la distension pulmonar, reduccion de la perfusion en los pulmones, atelectasia y
broncoespasmo (86,316,317). De hecho, tanto en el caso de sumersion con agua dulce
como salada, las fuerzas hidrostaticas interrumpen la integridad de la membrana alveolo-
capilar y el plasma entra en los alveolos, limitando el intercambio normal de gases y
generando espuma. Esto determina una disminucién de la eficiencia pulmonar y dificultad

respiratoria (109).

Ademas, en la fisiopatologia de la sumersion influye el miedo a ahogarse, con
activacion simpatica, apnea voluntaria para la conservacion de oxigeno, aspiracion de
agua y deglucion, que pueden contribuir a la prevencion y supervivencia en la sumersién
(318).

La aplicacion de nuevas tecnologias como la -6mica (genémica, transcriptomica,
epigenética/imprintomics, protedmica y metabolémica) auguran una repercusion

importante en las ciencias forenses (319).

La informacion atil derivada de estas nuevas tecnologias puede ayudar en la
Ilamada "autopsia molecular", como herramienta complementaria a la autopsia clasica.
Sin embargo, los estudios publicados en la protedmica forense son escasos, Yy
principalmente centrados en la bdsqueda de un intervalo postmortem preciso o la
estimacion de la edad (267,268,320-322). Ademas, aparte de algunas escasas

investigaciones sobre las muertes cardiacas o el sindrome de muerte subita del lactante,
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s6lo unos pocos estudios se han dedicado a investigar la causa de la muerte, que en casos

forenses afiadiria una especial importancia (266,323,324).

La principal limitacion de nuestro estudio es el pequefio tamafo de la muestra, con
solo 16 casos en el grupo de ahogados y 9 en el de control, lo que tal vez resulte en una
pérdida de significacion estadistica en algunos de nuestros analisis.

Ademas, no se incluyeron los cadaveres en estado avanzado de descomposicion.
Con frecuencia, en la practica diaria en los casos de muerte por ahogamiento, los sujetos
se encuentran en un estado avanzado de descomposicion. Por lo tanto, los resultados de
nuestro estudio no pueden extrapolarse a cadaveres en avanzado estado de
descomposicion. Ademas, hemos incluido casos con un intervalo postmortem < 72 h el
cual no influy6 en los dos biomarcadores de nuestro estudio; sin embargo, no podemos
descartar la posible influencia en futuros estudios similares con cohortes mas grandes y/o
intervalo postmortem mayor. A pesar de todas estas limitaciones, nuestros resultados son
prometedores no sélo para su utilidad en el ambito forense, sino que también pueden tener

importantes repercusiones en el &mbito clinico.
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6. CONCLUSIONES
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1. Las concentraciones de los elementos traza boro, bromo, calcio, estroncio,
litio y magnesio en los casos de muerte por sumersion son significativamente
superiores en sangre de las tres localizaciones (ambos ventriculos y sangre

periférica) frente a otras causas de muerte.

2. En sangre los elementos predictores de muerte por sumersién son las
concentraciones de boro en sangre periférica y bromo y estroncio en sangre de
ventriculo izquierdo. La determinacidn conjunta de estos tres marcadores permite

clasificar al 96,4 % de los casos de sumersion en agua salada.

3. Las concentraciones de los elementos traza boro, bromo, litio, estroncio,
magnesio y potasio son significativamente superiores en humor vitreo en los casos

de sumersion en agua salada frente a otras causas de muerte.

4. En humor vitreo los factores que predicen la muerte por sumersion son las
concentraciones de boro y bromo. La determinacién conjunta de estos dos
elementos traza clasifica correctamente al 91% de los casos de sumersion en agua

salada.

5. Las correlaciones estadisticamente significativas entre las concentraciones de
los elementos traza en el agua de sumersion con las halladas en sangre y humor
vitreo y la ausencia de correlacién con el intervalo postmortem sugieren la

aspiracion vital de agua.

6. Parael diagndstico de sumersion en agua salada la determinacion de estroncio
en sangre en las tres localizaciones analizadas (sangre periférica y ambos
ventriculos) se confirma como el mejor marcador individual y el analisis de
elementos traza en humor vitreo se perfila como una herramienta mas en

circunstancias en las que la sangre no pueda utilizarse.

7. El analisis de correspondencia multiple (PCA) muestra que los elementos
traza en sangre y en humor vitreo aportan una mejor informacion sobre el

diagnostico de la muerte por sumersion.
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8. El andlisis protedmico identifica dos biomarcadores: apolipoproteina Al y a-
1 antitripsina, que pueden contribuir como exdmenes complementarios a mejorar
el diagndstico de muerte por sumersion. Proponemos un punto de corte para la
apolipoproteina Al de 100mg/dL para ayudar en la correcta clasificacion de las

muertes por sumersion.

9. El andlisis conjunto de elementos traza en sangre y humor vitreo, junto a la
determinacion protedmica de apolipoproteina Al y a-1 antitripsina contribuiria
como pruebas complementarias al diagndstico de muertes por sumersion en agua

salada.

10. La investigacion forense permite no solamente aportar nuevas herramientas
diagnosticas a la muerte por sumersion, sino contribuir a un mejor conocimiento
de su fisiopatologia con importantes repercusiones en la estrategia terapéutica de

pacientes que hayan sobrevivido a un proceso de sumersion.
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