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Toxicologia
del alcohol etilico

Dosaje en muestras biologicas

Dr. Francisco J. Camargo

Dra. Ana Maria Torres






PROLOGO

1 dosaje de etanol en muestras biologicas representa siempre un desafio ana-

litico de compleja resolucion. En auxilio de esta situaciéon se encuentra el
avance de la ciencia y la técnica, sobre todo en lo referente a la moderna ins-
trumentaciéon analitica que se ha convertido en un aliado estratégico en pos de
obtener resultados confiables y reproducibles. Esta situacién exige profesionales
comprometidos con la formacion y capacitacion permanentes.

Cuando se considera el gran ntimero de variables que pueden influir en el re-
sultado de las determinaciones realizadas se comprende, en su real dimension, la
necesidad de desarrollar una vision sistémica de todas las operaciones involucra-
das en el proceso. Mas atn, si se tiene en cuenta que la realizacion de los estudios
propiamente dichos es tan solo una parte de la tarea profesional a realizar ya que,
no menos importante, resulta la etapa de evaluacion post-analitica, interpretacion
y alcance de los resultados.

Esta obra fue escrita con la intenciéon de constituirse en una guia practica, agil
y muy amigable, destinada a satisfacer las consultas mas comunes que, sobre el
particular, pudieran tener estudiantes y profesionales de carreras tales como Bio-
quimica, Medicina y Derecho; para quienes la familiarizacién con los conceptos

que en ella se desarrollan pueden resultar de valor e interés.






Capitulo I
Introduccion

| consumo de alcohol es hoy un problema social global, dada su extension y

amplitud respecto a situaciones sociodemograficas, niveles econémicos, con-
formaciones etarias y otros componentes sociales. La determinaciéon de la con-
centracion de etanol en muestras bioldgicas en la practica toxicologica de rutina,
deriva de una necesidad tanto clinica, laboral, como forense. La primera se
relaciona con los problemas de salud, consecuencia del consumo excesivo (alcoho-
lismo); la segunda puede suponer el incremento de riesgo de accidentes, tanto para
el individuo como para sus compaferos de trabajo, ademas de implicaciones sa-
nitarias de seguridad o transporte; y la tercera, con la modificacién del comporta-
miento que induce el consumo abusivo de bebidas alcoholicas, que se traduce con
frecuencia en infracciones de codigos y normas legales y en muchas ocasiones con
hechos violentos (accidentes de transito, suicidios, homicidios, etc.) que requieren
por lo tanto investigacion judicial.

El consumo moderado del alcohol, no es perjudicial para la mayoria de las
personas sanas, incluso algunos autores expresan que podria tener efectos benefi-
c10s0s, actuando como una hormetina. Ahora bien, el consumo excesivo de alco-
hol, al igual que otras drogas, puede dar lugar a trastornos somaticos, mentales y
sociales. El alcohol es fundamentalmente un depresor de la transmisién nerviosa
en el SNC, presenta tolerancia cruzada con otros depresores, produce sedacion
y suefo, aunque el efecto inicial -debido a la inhibiciéon de la actividad cortical-
es de aparente estimulacion (conducta espontanea, locuacidad), acompanada de
disminucion de la actividad psicomotora, de la atencion, con perturbaciones en el
estado de alerta y en la capacidad de respuesta rapida.

En la practica profesional se observa una estrecha relacién entre los hechos vio-
lentos que requieren investigacion judicial con el consumo de alcohol etilico. Esta
situacion torna indispensable el establecimiento de un sistema estandarizado de
obtencion y analisis de muestras, con la finalidad de lograr mediciones confiables y
reproducibles para aquellos casos en los que se sospecha el consumo de bebidas al-
coholicas como factor coadyuvante o predisponente para la ocurrencia del hecho
bajo investigacion; de tal manera de poder brindar a la autoridad judicial compe-
tente evidencia cientifica que permita establecer la responsabilidad civil y/o penal
que corresponda, segin el marco legal vigente.

Segun la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) el consumo de alcohol pro-
voca el 3,2% de las defunciones anuales a nivel mundial (1,8 millones), lo que equi-
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vale al 4% de la carga global de enfermedades y existen relaciones causales entre
el consumo de alcohol y mas de 60 tipos de enfermedades y lesiones (WHO, 2001).

En el ano 2000, el analisis comparativo de la OMS de 26 factores de riesgo
distintos y su impacto sobre la carga de morbilidad, demostré que el alcohol era
el principal factor de riesgo en América, siendo su consumo per capita un 50%
mayor (8,5 1) que la media mundial (6,2 1). En el afio 2002, en términos de carga de
morbilidad, el alcohol caus6 aproximadamente 323.000 muertes, 6,5 millones de
anos de vida perdidos y 14.6 millones de anos de vida ajustados a la discapacidad
(AVAD) en la Region (Ministerio de Salud Argentina 2011), 26% de los AVAD
masculinos perdidos por homicidio y del 16% de los femeninos a nivel mundial
(OMS 2006), en comparacién con la cifra global de 4,4%, abarcando resultados
de enfermedad cronica y aguda en neonatos y ancianos. Los hombres, tienen ma-
yores niveles de carga de morbilidad atribuible al alcohol en comparacién con las
mujeres, lo cual podria deberse principalmente a su perfil de consumo, tanto en
términos de un mayor volumen total como en patrones mas nocivos de ingesta,
incluyendo ingesta episodica intensa. Coon respecto a la prevalencia del consumo
excesivo ocasional en algunos paises de la Region, Argentina se encuentra ubicada
en tercer lugar luego de Canada y Pert. Los estudios sugieren que, en ciertos pai-
ses de América, los ninos estan empezando a beber alcohol desde los diez afios de
edad, sin descontar el uso de alcohol como alimento atin para los lactantes, sobre
todo en regiones empobrecidas y productoras de algtn tipo de alcohol (Ministerio
de Salud Argentina 2011).

Son pocos los paises que cuantifican de manera sistematica la implicacion del
alcohol en actos violentos. Carrasco Gémez indica para Espana: 29% de depen-
dientes alcohodlicos entre los homicidas, 12 - 65% en malos tratos a la infancia
y 48 - 87% en los malos tratos a conyuges. En los Estados Unidos, el 35% de
los atacantes violentos estan relacionados con alcohol, en Inglaterra y Gales el
50%, en la Federaciéon de Rusia las tres cuartas partes de los detenidos por homi-
cidio habian consumido alcohol poco antes del incidente, en Sudafrica el 44%,
en Tianjin (China) un estudio entre reclusos mostré que el 50% de los agresores
habian consumido alcohol antes del incidente (OMS 2006). Entre el 20 - 50% de
los accidentes de transito en América, se encuentran relacionados con el alcohol
(OMS 2004). El 50,5% de las muertes atribuibles al alcohol se debieron a lesiones
(intencionales y no intencionales).

El consumo de vino en la Argentina por habitante fue de 24,7 1 por afo (insti-
tuto nacional de Vitivinicultura, 2005), y de 9,3 | de alcohol por afio en mayores
de 15 anos (2008-2010 WHO 2014). La Agencia Nacional de Seguridad Vial, en
los dltimos 15 afnos, publica que 113.939 personas murieron en Argentina por ac-
cidentes viales y alrededor del 50% de los fallecidos en los siniestros presento altos
niveles de alcohol y drogas.

Segun datos de la Secretaria de Programacion para la Prevencion de la Dro-
gadiccion y la Lucha contra el Narcotrafico (SEDRONAR), se estima que en la
Argentina hay cast 2 millones de alcohdlicos y que por afio mueren en el pais unas
25 mil personas por causas relacionadas al alcoholismo. La SEDRONAR, a través
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de su Observatorio Argentino de Drogas (OAD), realiz6 a mediados del ano 2007
la Tercera Encuesta Nacional a Estudiantes de Ensenanza Media, sobre consumo
de sustancias psicoactivas y factores de riesgo y proteccion asociados. El estudio
informa sobre la magnitud del consumo de alcohol, tabaco, psicofarmacos usados
sin prescripcion médica (tranquilizantes y estimulantes), solventes o inhalables,
marihuana, cocaina (clorhidrato y pasta base), heroina y otras drogas ilegales a
partir de un cuestionario auto-aplicado.

Epidemiologicamente seria interesante saber cuando se considera que la inges-
ta de alcohol constituye un consumo de riesgo. Es muy dificil consensuar un tnico
criterio, dependera de que se esté valorando: conduccion de vehiculos, aparicion
de diversas patologias organicas, etc. En Europa se viene considerando el limite en
40 g/dia para el hombre y 24 g/dia para la mujer. En Estados Unidos los limites
aumentan a 60 g/dia (420 g/semana) para hombres y 40 g/dia (280 g/semana)
para mujeres (Repetto, 2013). Segin Rubio (2000), se clasifican en riesgos modera-
dos < 40g/dia para los hombres y <24 g/dia para mueres; de riesgo > 40g/dia y
> 24¢/dia respectivamente o >80 g en periodo corto de tiempo (horas), al menos
una vez al mes.

Se considera a la poblacion femenina (sobre todo embarazadas) y a los adoles-
centes en caracter prioritario, dado que sufren una mayor exposicién a las conduc-
tas de riesgo relacionadas con el uso excesivo de alcohol.

En los Gltimos anos, se ha producido un significativo avance en la tecnologia
involucrada en el proceso de medicién de los niveles de alcohol en sangre, no
obstante lo cual la confiabilidad de los resultados que se obtienen, contintan
estando subordinadas al adecuado manejo de las muestras hematicas; como por
ejemplo una adecuada seleccion del sitio anatémico para su obtencion (muestras
clinicas / muestras tanatologicas), eleccion del método mas conveniente para su
obtencion, el volumen a obtener, la seleccion del recipiente contenedor mas ade-
cuado, el uso de preservadores, condiciones de almacenamiento, etc. (Alvarado
Guevara et al., 2008).

Ferrari (2008) senala que la determinacién de alcohol en humores o tejidos
humanos es, por lejos, una de las practicas analiticas mas frecuentes en un la-
boratorio forense con importantisimas consecuencias legales, tanto en individuos
vivos (conductores de vehiculos bajo los efectos del alcohol, accidentes laborales
y lesiones graves) como en casos criminales relacionados con muertes violentas,
suicidios, violaciones o abusos deshonestos. En el caso de analisis de sangre para
determinacion de alcoholemia post mortem, la seleccion del sitio de extraccion a
partir de zonas preestablecidas, como asi también la correcta preservacion, enva-
sado y pronto envio al laboratorio; facilitaran la estabilidad de la muestra, evitan-
do errores de interpretacion y contribuiran a la confiabilidad de los valores que se
obtengan, una vez realizado el estudio analitico correspondiente.

La falta o ausencia de confiabilidad en las muestras de sangre que se obtienen
para la investigacién de alcohol post mortem, tiene un origen doble. Por un lado,
se debe a la no observancia de normas basicas que rigen el correcto procedimiento
para la coleccion de las mismas; por otro, y no menos importante, se debe a lo que
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Lencioni (2003) define como las disfunciones bésicas que afectan a todo equipo
humano de trabajo: ausencia de confianza, temor al conflicto, falta de compro-
miso, no asumir responsabilidades y falta de atencién a los resultados. Todo ello
debe ser entendido como falta de integracion sistémica entre los individuos que
conforman un equipo forense, para el caso que nos ocupa.

Senge et al. (2006) sostienen que el pensamiento sistémico, en un sentido am-
plio, abarca una variedad de métodos, herramientas y principios que tienen por
finalidad examinar y comprender la interrelacion de fuerzas que forman parte de
un proceso comun, en pos de lograr la integracion sistémica. Segin esta afirma-
cion, resulta evidente que las acciones individuales de cada uno de los miembros
de un equipo tienen consecuencias directas sobre el resto de sus integrantes, como
asi también sobre el proceso al cual se dedican.

Atn hoy, a pesar de toda la ciencia y la técnica a nuestra disposicion, el trabajo
en equipo continta siendo la ventaja competitiva decisiva, precisamente por ser
un bien tan escaso como poderoso. En el mismo sentido, Covey (2012) sefiala que
para que un equipo pueda lograr sus mas altas aspiraciones y superar sus mayores
retos, debe identificar y aplicar el principio o ley natural que gobierna los resulta-
dos que busca.

Patrones de consumo y riqueza alcohélica
de las bebidas

Vallejo (1998) ofrece una clasificacion de las conductas que se relacionan con el
consumo de etanol:

a) Bebedores no problematicos: son los bebedores ocasionales o moderados.

b) Bebedores problematicos: individuos a los que la ingesta produce complica-
ciones conductuales:

-bebedores sociales: como medio de integracion en reuniones sociales.

-bebedores fuertes: beben abundante cantidad de alcohol durante el dia sin
llegar a la embriaguez inadecuada.

-cbrios ocasionales: bebedores fuertes que se embriagan voluntariamente.

-bebedores alcoholicos: pierden el control sobre el consumo. Aparece la tole-
rancia, dependencia fisiologica y sindrome de abstinencia.

Las bebidas alcoholicas se obtienen por fermentacion de productos vegetales,
acelerada por accion de levaduras. La concentraciéon maxima del producto activo
etanol en estos casos es de un 10%, por encima del cual se vuelve letal para las
levaduras cataliticas. En el siglo VIII se introdujo el proceso de destilacion, que
permitié obtener bebidas de elevada graduacion alcohélica.

El sabor y aroma de los productos alcohdlicos, esenciales para el ritual de
consumo, son debidos a muchas otras sustancias presentes en pequefias canti-
dades, las cuales en general, no alcanzan concentraciones que vuelvan nociva la
bebida. Por ello, se puede decir que los efectos daninos de las bebidas alcohdlicas
se deben exclusivamente al contenido en etanol, salvo agregados fraudulentos de
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otros componentes.

La llamada riqueza o graduacion alcohdlica cs, de acuerdo con el Re-
glamento del Consejo CE 149371999, el porcentaje de etanol (expresado en ml)
presente en 100 ml de bebida (% volumen/volumen, que se puede convertir en %
peso/volumen multiplicando por la densidad del etanol 0,79074) (Repetto, 2013).

Como ejemplo, indicaremos la graduaciéon de algunas bebidas habituales:

Cerveza (3,5-5%), cervezas especiales (6-10%), vinos (10-16%), licores (39-
43%), sidra (5-6%), whisky (45-50%), entre otros (Repetto, 1993).

11






Capitulo 2

Toxicocinética y toxicodinamica del etanol

TOXICOCINETICA

Absorcion: el alcohol se ingiere generalmente por via oral, salvo excepciones
de uso actual en adolescentes que buscan una intoxicaciéon rapida, de mayor po-
tencia y sin aliento alcoholico para escapar del control paterno, que utilizan la via
conjuntival, anal o vaginal (eyeballing, tampodka o tampax on the rocks), y por
via respiratoria (oxy-shots) mediante nebulizacion de bebidas alcohdlicas (Burillo
Putze et al., 2012).

Tal como explica Repetto (1995), la absorciéon del alcohol etilico, luego de una
ingesta alcoholica, se produce en un 20% en el estbmago y el 80% restante en
la primera porcién del intestino delgado, pasando al torrente sanguineo vy, desde
alli, distribuyéndose en los diferentes compartimentos organicos, segun el conte-
nido acuoso de los mismos (tanto mayor, cuanto mayor el contenido acuoso). El
etanol es un compuesto hidro y liposoluble, aunque se disuelve mas en agua que
en lipidos (coeficiente de reparto octanol/agua= 0,70793), lo que le permite ser
absorbido con facilidad por cualquier via, y distribuirse rapidamente tanto en los
compartimientos acuosos como en los lipidicos y penetrar en el sistema nervioso
central (SNC).

Si bien es ingerido por la boca, sus vapores pueden absorberse por via respirato-
ria (personas que trabajan en destilerias, bodegas, catadores pueden llegar a tener
una intoxicacion cronica) y también puede absorberse por piel.

La velocidad y el tiempo en que el alcohol tarda en ser absorbido depende de:

* Estado de vaciamiento del estomago: la comida y ain mas la grasa disminuye
la absorcién, primero porque tarda mas en metabolizarse el alcohol -lo mismo que
los alimentos- y segundo, porque parte es excretado con las heces, sobre todo esto
aumenta si las sustancias son grasas ya que impiden la absorcion por impermeabi-
lizacién de la mucosa intestinal.

* Modo de ingestion de la bebida: existe la creencia de que si se mezclan las
bebidas el efecto es mayor, pero esta comprobado que no es asi. S6lo depende de
la cantidad de alcohol ingerido independientemente del origen. El gas aumenta
la absorcién.

» Concentracion: el alcohol es absorbido mas rapidamente cuando su concen-
tracion en la bebida esta entre el 10-30%, concentraciones mas bajas, disminuyen
el gradiente gastrointestinal y su absorcion; mayores al 30% irritan la mucosa y el
esfinter pilorico, causando secrecion de mucus y retardando el vaciado gastrico.
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Distribucion: dada su hidrosolubilidad va disuelto en el plasma sanguineo,
siendo la concentracion en plasma o alcoholemia, el factor decisivo para la im-
pregnacion tisular. Una vez alcanzada una situaciéon de equilibrio dinamico de
distribucion, empieza el proceso de eliminaciéon del mismo, regresando al torrente
circulatorio para su posterior eliminacion.

Para el hombre las proporciones de agua y grasa son 60% y 8-24% respectiva-
mente y en la mujer 55% y 20-36%; por lo que al poseer la mujer menor propor-
cién de agua corporal que el hombre, una misma dosis de alcohol origina mayor
concentraciéon en la sangre.

Metabolismo: el proceso tiene lugar, principalmente en el higado (90%
aproximadamente). El 10% restante se elimina sin cambios por orina, sudor, sali-
va y aire espirado, representando esta altima via el 5% del total (Repetto, 1993).

Si bien la biotransformacion del alcohol se realiza principalmente en el higado,
se sabe de la existencia de un primer paso en estdmago e intestino, existiendo tam-
bién procesos de biotransformacién en hematies, testiculos y cerebro.

La biotransformacion se realiza en dos fases (figura 1):

PRIMERA FASE: ¢l ctanol se oxida a acetaldehido y a diferentes radicales de
oxigeno mediante tres vias alternativas

* Via mayoritaria: catalizada por la alcohol deshidrogenasa ADH (EC 1.1.1.1)
en mitocondrias (no especifica).

* Via alternativa por saturacién de la anterior, por una forma inducible del
citocromo P-450 (CYP 2E1) en microsoma (no especifica).

* Via secundaria: catalizada por catalasas presentes en peroxisomas (no es-
pecifica).

SEGUNDA FASE: sc desarrolla por dos vias:

* Via principal: oxidacién del acetaldehido mediante las enzimas:

a.l: acetaldehido deshidrogenasa ALDH (EC 1.2.1.3) presente en citoplasma,
mitocondrias y microsomas, que lo transforman en acetato que se condensa para
formar acetil coenzima A, la cual se integra al ciclo de Krebs hasta COa.

a.2: oxidasas como xantino oxidasa, aldehido hidroxidasa, etc. que forman
agua oxigenada e ion acetato.

* Via secundaria: enzimas liasas que condensan el aldehido acético con sus-
tancias como neurotransmisores, originando productos activos sobre el SNC, res-
ponsables de efectos secundarios del alcohol.

ADH o ALDH
CH4CH,OH CH3—C< ' /,\*\ CHy;—CO0' Cldio de
etanol H NAD®  NADH KRESS
NAD* napH  acetaldehido

Figura 1: metabolismo hepdtico por via principal.
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Es interesante conocer que en el metabolismo del etanol se generan especies
reactivas como ser: a- hidroxietilo (CH;-+CHOH) (HE) en un 80%, y los radicales
’CHQ-CHQOH Yy CH3’CHOH.

A su vez, HE puede reaccionar con oxigeno y formar el radical peroxilo, o con
proteinas y agentes antioxidantes como glutatiéon reducido, a tocoferol y acido
ascorbico.

También se pueden originar otros aldehidos citotoxicos como 4-hidroxi-trans-
2-nonenal (HNE) y acido 4-hidroxi-nonanoico (HNA), los cuales pueden reaccio-
nar con glutation.

La condensacion expresada anteriormente en b), puede ocurrir in vitro, in vivo
e incluso en el cadaver, con el acetaldehido y los neurotransmisores adrenalina,
dopamina, serotonina originando alcaloides como carbolinas.

Se ha comprobado la presencia de condensaciones con 5-HT dando 1-metil-6-
hidroxi-1, 2, 3, 4-tetrahidro-3 carbolina, radicales libres producidos en la oxida-
ci6n y su conjugado con el glutation 8-S-glutatinil-1-metil-1, 2, 3, 4-tetrahidro-f3
carbolina-5,6-diona, potente toxico para roedores. Este metabolito provoca hi-
peractividad y temblor al unirse al receptor GABAg e induce la liberaciéon de do-
pamina y opioides enddgenos (en regiones del cerebro inervadas por serotonina),
lo que puede relacionarse con el inicio de la dependencia al etanol. Ademas, la
formacion de especies reactivas de oxigeno reducido, puede contribuir a la dege-
neracion de neuronas de las vias serotoninérgicas. También se ha visto la conden-
sacion del acetaldehido con dopamina, con formacién de tetrahidropapaverolina
en distintas regiones cerebrales (extraido de Repetto, 2013).

El proceso de metabolizacion hepatico, es el responsable de producir en condi-
ciones basales una tasa de decrecimiento promedio de la concentracion de etanol
en sangre igual a 0,15 g/1 por cada hora transcurrida. Este coeficiente que fija el
valor de disminucion de la concentracion de alcohol etilico en sangre en funciéon
del tiempo transcurrido, recibe el nombre de coeficiente beta ([3) de etil oxidacién,
y es el factor de correccion o ajuste que permitira calcular valores de alcoholemia
retrospectivos al momento de ocurrido el hecho bajo investigacion.

Este conocimiento se debe a los trabajos realizados por Widmark, quien en 1932,
estableci6 que la rama descendente de la curva que lleva su nombre y que muestra

como varia la concentra-
4 Variscidn de faca — ci6n de etanol en sangre,

decrece a un valor cons-
tante de 0,15 g/1/hora
(Jickells y Negrusz, 2008)
Repetto, 1995; Ferrari,
2008).

Figura 2. Representacion
1 2 3 4 5 6 horas

esquemdtica de la variacion

de alcohol etilico en sangre.
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Segin puede observarse en la Figura 2, la maxima concentracién en sangre
luego de una ingesta alcohdlica tnica, se alcanza aproximadamente dos horas
después de ocurrida la misma (linea de puntos).

La linea de guiones, superior, representa lo que ocurre cuando la ingesta al-
coholica ocurre con el estdbmago “vacio”; aqui puede observarse que el valor de
concentracion alcanzado es considerablemente mayor, comparado con el anterior
y, por otra parte, el tiempo de absorcion para alcanzar la concentraciéon maxima
en sangre se alcanza tan pronto como una hora después de producida la ingesta,
tiempo que se ha corregido a 15-30 minutos segiin Repetto (2013). Por el contra-
rio, la linea gris inferior representa la situacién que tiene lugar cuando la ingesta
alcoholica se produce con el estbmago “lleno” con alimentos solidos y/o grasos.
En este Gltimo caso, el valor de concentracion en sangre alcanzado es conside-
rablemente menor, en comparacion con las dos situaciones anteriores; el tiempo
necesario para lograr el maximo de concentraciéon en sangre, puede prolongarse
hasta cuatro horas después de la libaciéon o 90 minutos segtn la actualizacién de
Repetto, 2013.

Cuando se ingieren sucesivas dosis, la curva adquiere un trazo en forma de zig-
zag, formado por varias curvas fraccionarias, pero cuando cesan las libaciones se
alcanza un maximo definitivo a partir del cual se desarrolla la fase de eliminacion.

La variabilidad de tiempo requerida para alcanzar la maxima concentracién
sanguinea descripta es la que explica y justifica la necesidad de obtener dos mues-
tras hematicas, con una hora de diferencia entre ambas, para realizar estudios de
etanol en sangre en individuos vivos, sobre todo ante la eventualidad de tener que
realizar estudios retrospectivos al momento de ocurrido el hecho bajo investigacion.

A su vez, la concentracion de etanol en sangre no es un valor medio del etanol
en el cuerpo, ya que este no se distribuye de forma homogénea en los tejidos, sino
en el volumen aparente de distribucion, que se calcula multiplicando el peso cor-
poral en kilogramos por el coeficiente de distribucién que es de 0,7 para el hombre
y 0,6 para la mujer. De esta manera se puede calcular, conociendo el valor de la
alcoholemia en g/1, la impregnacion alcoholica, de la siguiente manera:

P de alcohol en g = P corporal en kg x 0,7 x alcoholemia en g/1

Tomando como referencia la curva esquematizada en la Figura 2; es importan-
te considerar que la curva de eliminacién urinaria estara retrasada con respecto
a la de alcoholemia, y no guarda relacién alguna con ella, por lo que no es util
a efectos de investigacion de la impregnacion alcoholica (ver mayores detalles en
Repetto, 2005).

El aire alveolar, aire espirado o aliento, que alcanza su maximo de concentracion
alcohdlica a los pocos minutos de ingerido éste, exhibe hacia los 20 minutos una
curva que se vuelve paralela a la de alcoholemia, ubicandose por debajo de ella
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al llevar menor concentracion de alcohol; resultando muy til a efectos analiticos.

TOXICODINAMICA

Con respecto a la toxicodinamia del etanol, se acepta que los efectos se de-
ben al aumento del flujo de cloro inducido por la accién del GABA sobre sus
receptores GABA4, causando hiperpolarizacién e inhibicién en la post sinapsis.
Otros receptores involucrados son: inhibicion del NMDA (N-metil-D-aspartato),
el nicotinico de la acetilcolina, el GMP3-5-monofostato ciclico de guanosina y
prostaglandinas centrales.

También el alcohol produce vasoconstriccion cerebral, alteracion de la liberacion
de calcio (inhibe la apertura de canales de Ca voltaje dependientes en neuronas)
y de sustancias ansiogénicas endogenas. Afecta 6rganos del equilibrio producien-
do nistagmus alcohélico posicional bifasico; causa vasodilatacion cutaneo-mucosa,
con aumento de la pérdida de calor y disminucion de la temperatura corporal.

Inhibe la hormona antidiurética aumentando la diuresis; aumenta el desorden
estructural de las membranas lipidicas con aumento de su fluidez y excitabilidad.

Con el uso se desarrolla tolerancia funcional y metabolica, llevando a la de-
pendencia fisiolégica. Posee tolerancia cruzada con otros neurolépticos como las
benzodiacepinas, pero st se consumen simultaneamente se produce sinergismo y la
depresion es mayor (Vallejo, 1997).

Si tomamos el esquema de los efectos del alcohol sobre las habilidades psicomoto-
ras y cognitivas de Dubowski (1994) (Tabla 1) como referencia, podemos comprender
los solapamientos de signos y sintomas que ocurren a distintos niveles de alcoholemia:

ALCOH(}LEMIA INFLUENCIA SIGNOS Y SINTOMAS
G/L

0,1-0,5 Subclinico Sin influencia aparente, comporta-
miento casi normal.

0,3-1,2 Euforia Leve euforia, sociabilidad, locuaci-
dad, aumento de confianza.
Disminucién de las inhibiciones, de
la atencion, el juicio y el control, del
procesamiento de la informacion,
pérdida de eficiencia en pruebas psi-
comotoras finas.

0,9-2,5 Excitacion Inestabilidad emocional, pérdida de
juicio critico, deterioro de la percep-
cioén, la memoria y la comprension.
Disminucién de la respuesta senso-
rial, aumento del tiempo de reaccion,
reduccién de la agudeza visual, visiéon
periférica y recuperacion de reflejos,
incoordinacion sensorial-motora, de-
terioro del equilibrio, somnolencia.
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1,8-3 Confusion Desorientacion, confusién mental y
mareos, estados emocionales (miedo,
rabia, tristeza, etc.) exagerados, tras-
tornos de la vision (diplopia), y de la
percepcion, el color, la forma, el mo-
vimiento, las dimensiones, aumento
del umbral del dolor, falta de coordi-
nacion muscular, marcha vacilante,
dificultad para hablar, apatia, letargo.

2,5-4 Estupor Pérdida de la funciéon motora, dis-
minucion marcada de la respuesta
a estimulos, falta de coordinacion
muscular, incapacidad para pararse
0o caminar, vOmitos, incontinencia,
conciencia y respiracion alterada,
muerte posible.

3,5-5 Coma Inconsciencia completa, coma, refle-
jos deprimidos o abolidos, hipoter-
mia, incontinencia, alteraciéon de la
circulacién y la respiracion; posible
muerte por paro respiratorio.

4,5- mas Muerte

Tabla 1: efectos del alcohol sobre las habilidades psicomotoras y cognitivas (Dubowsk, 1994).

Los efectos metabolicos del etanol son producidos en parte por el aumento de la
relacion NADH/NAD+, que produce elevacion de glicerol 3- fosfato, aumento de
sintesis de acidos grasos (ocasiona la acumulacién de triglicéridos en higado), hi-
peruricemia, acidosis metabolica (por el aumento del pasaje de piruvato a lactato),
hiperglucemia si hay deposito de glucogeno hepatico o hipoglucemia si no lo hay.

A su vez el acetaldehido produce aumento de la peroxidacion lipidica, del dano
a membranas celulares y mitocondrias.

El alcohol puede provocar intoxicacion aguda, que puede dar lugar a casos se-
veros de trastornos metabolicos pudiendo llegar al coma. Se observan alteraciones
neurolégicas y psiquiatricas, trastornos en la regulaciéon térmica, cardiovasculares,
gastrointestinales y metabolicos. El diagnostico de certeza consiste en la determi-
nacién de la alcoholemia.

También el consumo crénico puede provocar sindromes nutricionales, gastroin-
testinales, hematolégicos, musculares, cardiovasculares, metabolicos, pulmonares
y transtornos del SNC.

Son importantes cuadros la apariciéon del sindrome de abstinencia alcohélica y
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su forma mas grave, el delirium tremens.
ALCOHOL POST MORTEM

El valor de alcohol en sangre real (alcoholemia) puede sufrir variaciones post
mortem:

* Dismanucion: por volatilizacion, oxidacion microbiana aerobia y anaerobia

* Aumento o ganancia: (alcohol enddgeno) por contaminacion microbiana

Valores de alcoholemias de hasta 0,3 g/1 pueden encontrarse en la sangre de in-
dividuos que no hayan consumido alcohol, correspondiendo al alcohol endégeno,
formado por transformaciéon metabolica de los hidratos de carbono ingeridos por
fermentacion intestinal. También durante la putrefaccion cadavérica y en mues-
tras de sangre sin aditivos conservadores, pueden formarse proporciones variables
de etanol.

En individuos previamente hospitalizados, es necesario conocer el tratamiento
médico recibido, ya que ciertos medicamentos pueden aumentar la formacion de
alcohol postmortem. Por ejemplo: el manitol (diurético osmético), el alcohol de
70° usado como desinfectante, etc. En los estudios de toxicologia post mortem, se
ha determinado que un valor menor a 10 mg/100 ml (0.1 mg/ml) debe ser repor-
tado como negativo (Alvarado Guevara et al., 2008).

En los procesos de destruccion cadavérica se distinguen tres fases: autolisis, fer-
mentacién y putrefaccion; en la de fermentacion por glicolisis de los hidratos de
carbono, se originan alcoholes como etilico, metilico, n-propilico, iso-propilico,
n-butanol, sec-butanol, etc. (Repetto, 2013)

En la autolisis de tejidos se produce reblandecimiento y licuefaccion de teji-
dos. Las bacterias colonicas (Escherichia coli, Candida sp, Clostridium y Klebsiella) inva-
den tejidos y el sistema vascular, unas pocas horas luego de la muerte (6 horas a
temperatura ambiente). Esto depende de factores aceleradores del proceso como
temperatura ambiental, lesiones intestinales, enfermedades neoplasicas o gangre-
nas, infeccion, posicion del cuerpo o la presencia de traumas extensos (Alvarado
Guevara et al, 2008).

En los casos de analisis pos mortem es muy importante poder comparar los
resultados de alcoholemia con otras muestras como orina o humor vitreo. La pre-
sencia de alcohol en todas las muestras sugiere alcohol exégeno, mientras que la
presencia de alcohol en sangre en valores bajos, y muestras negativas de humor
vitreo y orina, dan idea de alcohol endbgeno siempre y cuando la muerte no se
haya producido en una primera fase absortiva.
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Capitulo 3

Obtencion de muestras biologicas

El adecuado proceder al momento de colectar muestras biologicas para el do-
saje de etanol, constituye el primer paso para asegurar la calidad que las mismas
requieren para lograr resultados confiables y reproducibles. No importa cuanto
esfuerzo se realice, nunca se insistira lo suficiente sobre la importancia de este
topico. Esto es asi ya que muestras de adecuada calidad permiten obtener resul-
tados confiables y reproducibles, independientemente de la complejidad técnica
del laboratorio en el cual se analicen. Por el contrario, muestras carentes de los
atributos de valor requeridos para este tipo de estudios no permitiran la obtencion
de resultados confiables y reproducibles aunque se tenga a disposicion la mas alta
y moderna tecnologia analitica.

3.1 CLASIFICACION DE MUESTRAS BIOLOGICAS
PARA ESTUDIOS DE ETANOL

En la practica profesional, las muestras que con mayor frecuencia pueden reci-
birse en el laboratorio para realizar el dosaje de etanol son las que se resumen en

el Grafico 1.

DOSAJE DE
ETANOL
MUESTRAS MUESTRAS Grafico 1. Muestras
CLINICAS TANATOLOGICAS biolégica s mds ﬁggugnt&-
para dosajes de etanol.
SANGRE ENTERA SANGRE ENTERA
ORINA ] ORINA
HUMOR VITREO

El primer grupo, muestras clinicas, corresponde a aquellas que provienen de
individuos que se encuentran cursando una intoxicacion activa (aguda o cronica);
mientras que el segundo grupo, muestras tanatologicas, corresponde a aquellas
que provienen de individuos ya fallecidos, en los cuales se busca establecer si el eta-
nol pudo constituir un factor coadyuvante o predisponente en la causa del deceso.

En individuos vivos, las muestras de sangre deben ser obtenidas por puncion
venosa, recomendandose la extracciéon de dos muestras hematicas con una (1)
hora de diferencia entre ambas, considerando la necesidad eventual de tener que
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realizar calculos retrospectivos (Repetto, 1995). Asimismo, resulta altamente re-
comendable la utilizaciéon de EDTA-Fluoruro al 1 — 2 % como anticoagulan-
te / preservante; ya que el mismo retrasara significativamente la apariciéon de
modificaciones en la concentracion original de etanol en la matriz biolbgica
a analizar, como consecuencia de factores endogenos. Tener en cuenta que la
zona donde se realizara la venopuncién no debe ser higienizada con etanol para
evitar contaminaciones.

Con relacion a la otra muestra representativa de este grupo, orina, se recomien-
da su obtencién por miccién espontanea sin el agregado de conservantes o preser-
vantes (Alvarado Guevara et al., 2008; Ferrari, 2008 y Jickells & Negrusz, 2008).

Por otra parte, cuando consideramos las muestras hematicas de origen tanato-
logico, existen diferentes alternativas a la hora de obtener muestras idéneas para
el estudio de la concentracion de alcohol etilico post mortem. En este sentido, y
siguiendo las recomendaciones dadas por Repetto (1993) y Alvarado Guevara et
al. (2008), la principal muestra a obtener esta representada por sangre tomada de
la region femoral (Figura 4. A).

Figura 4 A:Esquema de
abordage femoral.

Las muestras de sangre tomadas de la region femoral han demostrado ser las
menos susceptibles a sufrir cambios post mortem, principalmente como conse-
cuencia de su lejania anatomica con el estbmago y con el sistema pulmonar, siendo
¢éstas las principales razones para su recomendaciéon como muestra estandar para
el dosaje de etanol en individuos fallecidos. En el mismo sentido, Ferrari (2008) y
Jickells & Negrusz (2008) recomiendan como la muestra de sangre con mayor ido-
neidad para la realizacién de estudios de alcoholemia post mortem a la obtenida
de la vena femoral, por los mismos motivos y razones expuestos precedentemente,
agregando que existe sobrada evidencia experimental que documenta la contami-
nacion de muestras sanguineas tomada de sitios anatomicos circundantes al esto-
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mago y al aparato broncopulmonar, por fenémenos de difusiéon pasiva del alcohol
que pudiera estar presente en estas localizaciones anatomicas. Estos autores desta-
can que muestras obtenidas a partir de otras localizaciones anatémicas, tales como
grandes vasos del cuello o del torax (Figura 5) o, en su defecto, cavidades cardiacas
(Figura 6), deben ser consideradas s6lo como una alternativa ante la imposibilidad
de obtener muestras de la regién femoral, la cual constituye la muestra de eleccién
preferencial (Villanueva Canadas, 2004).

Figura 5. Estrategia de abordaje de grandes vasos del
cuello o del térax para oblencion de muestras hemdti-
cas aplas para estudios de alcoholemia post mortem.

Figura 6.0blencion de muestras de sangre para estudios de alcoholemia post mortem por puncion

de cavidades cardiacas.
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Existe amplio consenso entre los autores antes mencionados con relacion al
hecho que debe desaconsejarse por todos los medios posibles la coleccién de mues-
tras de sangre a partir de acimulos hematicos libres, que pudieran formarse en la
cavidad toracica y/o abdominal durante la realizacion de la autopsia (Figura 7).
Ello es asi en virtud de que este tipo de muestras se encuentran altamente conta-
minadas con el alcohol que pudiera estar presente en el estbmago o en el aparato
bronco pulmonar, como asi también poseen una elevada carga microbiana, que
puede dar origen a la formacion secundaria de alcohol etilico de origen endogeno.

Figura 7.Coleccion hemdtica
libre en cavidad tordcica.

En lo referente a la obtencién de muestras de orina post mortem, valen las
mismas consideraciones hechas para las muestras clinicas; solo que en este tipo de
situaciones los mecanismos de obtencién de tales muestras son el sondaje vesical
o la puncién supra-pubica (Figura 8). En todos los casos adquiere particular im-
portancia mantener las muestras de orina refrigeradas a 4°C hasta el momento
de ser remitidas al laboratorio para su analisis. Asimismo, se utilizaran recipientes
contenedores que aseguren un cierre hermético y que resulten de una capacidad
adecuada al volumen de muestra obtenido, de tal manera de evitar la existencia de
camara de aire, o bien, que la misma sea lo mas pequena posible.

A B

Figura 8. Obtencion de muestras de orina por puncion supra-piibica y sonda vesical.
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Finalmente, el otro representante valido
dentro de este grupo esta constituido por las
muestras de humor vitreo. Este tipo de mues-
tra resulta particularmente til para distin-
guir los casos de intoxicacién ante mortem
de aquellos en los cuales la generacion de
etanol es un fenémeno post mortem (asfixia
por sumersion y cadaveres en avanzado es-
tado de descomposicion, entre los casos mas
frecuentes). Entre las ventajas mas importan-
tes que la convierten en una matriz valida
para investigar casos de intoxicacién alcoholica, se pueden mencionar su naturale-
za acuosa, es una muestra relativamente limpia, su lejania anatémica de la cavidad
abdominal y del torax (evita fendmenos de contaminacion por difusiéon pasiva), es
facil de obtener, entre otros (Alvarado Guevara et al, 2008). En la practica, resulta
posible obtener volimenes iguales a 2 a 3 mililitros de muestra por cada globo
ocular. El método de obtencion es por puncion del globo ocular; los recipientes
para su almacenamiento y remision al laboratorio deben permitir un cierre her-
mético y ser de dimensiones adecuadas al volumen obtenido. Las muestras deben
ser mantenidas a 4°C hasta el momento de ser remitidas al laboratorio y, una vez
alli, pueden ser freezadas (-18° C) por largos periodos hasta ser analizadas en vir-
tud de las ventajas mencionadas precedentemente (Figura 9 Ay B).

A

Figura 9. Muestras de humor vitreo para estudios de etanol

post mortem.

B
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Resulta importante destacar que tanto las muestras de orina como de humor
vitreo son consideradas muestras complementarias a las hematicas. Es decir com-
plementan la informacién que puede obtenerse respecto de la concentracion de
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alcohol presente en las muestras de sangre, pero bajo ningtin concepto pueden re-
emplazar a la misma o, peor atun, realizar inferencias respecto de la concentracion
sanguinea de alcohol etilico a partir de las concentraciones halladas en orina y/o
humor vitreo. Su valor e importancia practica como muestras complementarias
sera desarrollado con mayor detalle mas adelante en este mismo texto.

Por otra parte, resulta oportuno mencionar en este punto lo citado por Alvara-
do Guevara et al (2008) respecto del analisis de los coagulos subdurales o epidura-
les, especialmente para aquellos casos en los cuales se ha establecido como posible
causa de muerte un trauma encéfalo-craneano. Esto es asi como consecuencia de
que la colecciéon hematica que constituye el coagulo sanguineo, no es metaboli-
zada a nivel hepatico y por ello la concentracién sanguinea de etanol tendera a
mantenerse invariable durante horas y reflejando los valores hematicos de etanol
al momento de ocurrido el hecho violento que le diera origen (accidente de tran-
sito, traumatismo en ocasion de rifia, etc.).

3.2. CONTENIDO ACUOSO DE MUESTRAS HEMATICAS

Una vez que el alcohol etilico ingresa al organismo y es absorbido, se distribuye en
los diferentes compartimentos organicos segin el contenido acuoso de los mismos.
En lineas generales, se acepta que tanto mayor sera la avidez del etanol por un dado
compartimento cuanto mayor sea su contenido acuoso. Siguiendo este principio
resulta indispensable destacar que no todas las muestras hematicas son equivalentes
en lo referente a su capacidad de solubilizar etanol. Esta capacidad sera tanto mayor
cuanto mayor sea el contenido acuoso de la muestra hematica considerada. Asi, en
igualdad de condiciones (ingestas alcoholicas equivalentes) e incluso para un mismo
individuo, la concentraciéon de alcohol sera mayor para el suero, en comparacion
con el plasma sanguineo y éste, a su vez, mayor que para la sangre entera.

SUERO > PLASMA > SANGRE ENTERA

Esta observacion de caracter practico tiene su explicacion en el hecho que el
suero presenta el mayor contenido acuoso relativo dentro de las muestras hemati-
cas que pueden ser obtenidas (libre de elementos figurados y libre de la mayor par-
te del contenido proteico); mientras que la sangre entera posee, en comparacion,
el contenido acuoso mas pobre. Por lo expuesto, la muestra hematica estandar
para determinar la concentraciéon de etanol la constituye la sangre entera, resul-
tando indispensable aclarar en los informes el tipo de muestra utilizada, en caso de
utilizar otra distinta (Repetto, 1995; Alvarado Guevara et al, 2008).

Si el analista recibe muestras de suero o plasma en lugar de sangre total, debe
transformar su resultado para que sea bien entendido y representativo; tanto por
consideraciones tedricas, teniendo en cuenta la proporcién ordinaria de agua en
la sangre, como por via experimental. Se sabe que el valor de alcohol en suero o
plasma ha de dividirse por el coeficiente 1.11 para obtener la correspondiente pro-
porcién de alcohol en sangre. En medios forenses se dispone a veces, como tnica
muestra, humor vitreo de un cadaver, que por la disposicién anatdémica y escasa
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irrigacion sanguinea, queda muy protegido de traumatismos y contaminacion; en
este caso, el factor a aplicar es de 1.1 (Repetto, 2013).

En nuestra experiencia, esta Gltima consideraciéon deberia ser evaluada muy
cuidadosamente antes de ser aplicada, en razon que se requiere estar en una situa-
ci6n de equilibrio dinamico respecto de la distribucion del etanol en los diferentes
compartimentos organicos para que pueda ser utilizada con seguridad. Para ello,
habria que tomar en consideracién, como minimo, el tiempo transcurrido desde
la Gltima ingestion alcohdlica y nunca perder de vista que el valor obtenido sélo
sera una estimacion aproximada de la concentraciéon de etanol que podria haber
alcanzado en sangre, en condiciones ideales.

3.3. IMPORTANCIA, ALCANCES E INTERPRETACION DE

LA CONCENTRACION DE ETANOL EN MUESTRAS DE ORINA

Y HUMOR VITREO

Como ya se expusiera precedentemente en este mismo texto, tanto la orina como
el humor vitreo, deben ser consideradas muestras que brindan informacién com-
plementaria al momento de evaluar la concentraciéon de alcohol etilico en sangre.

La muestra de orina presenta una serie de ventajas como matriz analitica para el
dosaje de etanol, entre las que destacan su elevado contenido acuoso, baja posibi-
lidad de contaminacion por bacterias u hongos y bajo o nulo contenido de glucosa
en individuos sanos. Todo ello la vuelve muy poco susceptible de verse afectada por
procesos de generacion endogena de etanol.

El maximo de concentracién de alcohol etilico en orina se alcanza 30 - 60 minu-
tos después de alcanzado el maximo de concentracion en sangre.

El establecimiento de la concentracién de etanol en orina se realiza con la finali-
dad de poder establecer la relaciéon de concentracion orina/sangre. El resultado de
esta relacion permite establecer cuan completa fue la absorcion de etanol, especial-
mente en los casos post mortem.

C ETANOL EN ORINA / C ETANOL SANGRE

Una relacién de concentraciéon orina/sangre menor a uno (< 1) indica que la
absorcion ha sido incompleta, es decir, todavia nos encontrariamos en la fase ab-
sortiva de la curva de Widmark. Esto podria deberse a una ingestion reciente de
bebida alcohdlica, lo cual implicaria que podria existir un remanente de la misma
en el contenido gastrico.

Una relaciéon de concentracion orina/sangre igual o mayor a 1,25 (= 1,25) indi-
ca absorcion completa de etanol, es decir, nos encontramos en la fase post absortiva
de la curva de Widmark, con lo cual seria licito asumir que el etanol se ha distribui-
do libremente en todos los compartimentos organicos, segun su nivel de afinidad.

Una situacion similar se puede establecer cuando se determina la relacion de
concentraciéon humor vitreo/sangre.

C ETANOL EN HUMOR VITREO / C ETANOL SANGRE

27



Dr. Camargo | Dra. Torres

El humor vitreo, como matriz analitica para la determinacion de alcohol etili-
co, presenta una serie de ventajas entre las que destacan la de poseer un elevado
contenido acuoso (buena difusion del etanol) lo cual hace que no presente mayo-
res diferencias con la concentraciéon de alcohol en sangre una vez alcanzada la
situacion de equilibrio dinamico, es una muestra limpia, facil de obtener, presenta
lejania anatémica con el estbmago y con el colon (disminuye la posibilidad de
contaminaciéon microbiana que genere la producciéon endégena de alcohol etilico);
por ello resulta particularmente ttil para investigar la concentraciéon de etanol en
cadaveres en avanzado estado de descomposicién o con traumas severos, permi-
tiendo corroborar la posible produccion endogena de etanol. Su desventaja mas
importante esta dada por el hecho de que puede tener sustratos de glucosa en su
composicion, lo cual la vuelve mas susceptible de sufrir procesos de generacion
endogena de etanol.

Una relacion de concentraciéon humor vitreo/sangre comprendida entre 1,15
— 1,20 indica que la absorciéon de etanol ha sido completa (fase post absortiva de
la curva de Widmark).

Por el contrario, una relaciéon de concentraciéon humor vitreo/sangre mucho
menor a uno (<< 1) seria indicativa de una situacién de absorcién incompleta de
etanol (fase absortiva de la curva de Widmark) o la generacién de etanol de ori-
gen enddgeno por contaminacién microbiana, situaciéon muy comuan en cadaveres
en avanzado estado de descomposicion (Repetto, 1995; Alvarado Guevara et al.,

2008; Ferrari, 2008 y Jickells & Negrusz, 2008).

3.4. ATRIBUTOS DE VALOR DE MUESTRAS HEMATICAS
PARA ESTUDIOS DE ALCOHOLEMIA

Los atributos de valor son criterios de calidad de cumplimiento obligatorio o
cuasi-obligatorio que tienen por finalidad asegurar la confiabilidad y representati-
vidad de las muestras obtenidas para ulterior analisis. La confiabilidad y la repre-
sentatividad, se relaciona con la capacidad de describir fielmente el universo del
cual provienen, evitando modificar las caracteristicas y propiedades que poseian
al momento de haber sido obtenidas. Para lograr este objetivo deben tenerse en
cuenta una serie de pautas bien definidas que incluyen el uso de preservadores
(EDTA-Fluoruro), ausencia de camara de aire en los recipientes colectores (re-
cipientes llenos al ras), refrigeracion y el tiempo de transporte hasta el ingreso al
laboratorio que efectivizara el analisis toxicologico especifico (Alvarado Guevara
et al., 2008; Ferrari, 2008 y Jickells & Negrusz, 2008).

El uso del EDTA-Fluoruro en una concentraciéon no menor al 1% en relacion
con la muestra de sangre persigue una doble finalidad. Por un lado, la de actuar
como un efectivo anticoagulante sanguineo vy, por otro; la de actuar como inhibi-
dor del desarrollo de flora microbiana, particularmente Candida albicans, la cual
posee la capacidad de generar alcohol en forma endégena como producto meta-

bolico final (Iévine & Selva, 1993).
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Ferrari (2008) insiste en la necesidad de utilizar para la recolecciéon de muestras
de sangre para estudios de alcoholemia, recipientes escrupulosamente limpios,
que aseguren un cierre hermético y que no contengan camara de aire (Figura 10
A'y B); ello es asi en virtud de la naturaleza volatil del analito a pesquisar (alcohol
etilico); ya que de no observar estas simples normas podrian ocurrir importantes
pérdidas por volatilizacién, lo cual introduciria una importante causa de error por
defecto en las determinaciones analiticas que se realicen a posteriori.

Figura 10 A y B. Tubos de polipropileno con tapa a rosca para asegurar cierre hermético, llenos al ras, sin

cdmara de aire.

Con relacion a la refrigeracion y tiempo de transporte, I6vine & Selva (1993)
hace un extenso analisis de la influencia de la temperatura en funcién del tiempo,
con relacion a las posibles modificaciones que ambos factores podrian introdu-
cir en el contenido alcohoélico de las muestras, recomendando que las mismas
sean analizadas dentro de los quince dias de obtenidas, habiendo sido mantenidas
en condiciones de refrigeracion entre 4 a 8 °C. En contraposicion, el trabajo de
Brown et al. (1973) demostr6 que se producen importantes pérdidas por oxidacion
en el contenido alcohdlico de muestras hematicas, atin en presencia de refrigera-
cion y de EDTA-Fluoruro como anticoagulante (13 mg%, en promedio) luego de
cinco dias de obtenidas las mismas, razon por la cual no puede soslayarse esta evi-
dencia que indica claramente lo perentorio de los plazos de que se disponen para
procesar muestras que permitan obtener resultados confiables y reproducibles.

En base a nuestra experiencia y a condiciones aceptadas universalmente como
buenas practicas al momento de obtener muestras para estudios de alcoholemia,
se definieron los principios basicos y fundamentales que se deberian respetar al
obtener las mismas. Todo ello con la exclusiva finalidad de construir confianza en
todo el proceso de determinacion y analisis.

En este sentido, las muestras de sangre que se remitan al laboratorio de toxi-
cologia forense para estudios de alcoholemia, especialmente para estudios de al-
coholemia post mortem; deberan reunir una serie de cualidades que definiran su
idoneidad para la realizacion del estudio que se requiere.
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Estas cualidades constituiran los atributos de valor que deberan reunir las
muestras de sangre obtenidas, a los que hiciéramos referencia al principio de
este apartado.

Para exponer este punto y por ser la situaciéon de mayor complejidad técnica
y profesional que se puede enfrentar en la practica, tomemos como ¢jemplo lo
que ocurre dentro de una sala de autopsias, donde en la obtenciéon de muestras
hematicas interviene un equipo tanatoldgico integrado por un médico forense, un
patodlogo, técnico eviscerador, técnico radiologo y auxiliares. La presencia del per-
sonal del laboratorio de toxicologia que guie el proceso de obtencion y remision de
muestras no siempre es posible, sobre todo como consecuencia de la simultaneidad
de casos por atender que tiene lugar en determinadas circunstancias (accidentes
con muertes multiples, autopsias realizadas en distintas localidades alejadas del
laboratorio efector, etc.). Estas circunstancias tornan indispensable que todo el
personal involucrado en la obtenciéon de muestras se comprometa con el cumpli-
miento de ciertos criterios de calidad (atributos de valor) que permitan asegurar
calidad y representatividad de las muestras obtenidas.

Estos atributos son:

* Las muestras de sangre remitidas al laboratorio de toxicologia foren-
se deberan poseer una adecuada representatividad.

* Periodo de transporte no mayor a 72 hs.

* Cantidad (mililitros) suficiente para la realizacién del estudio reque-
rido, por duplicado.

Analizando en forma detallada cada uno de los atributos de valor definidos, se
debe considerar lo siguiente:

* Representatividad de las muestras: una muestra, por definicion, es una
pequena porcion de materia proveniente de un todo, mucho mayor (su universo).
La representatividad de una muestra estara dada por su capacidad de describir
fielmente las caracteristicas y propiedades del universo del cual proviene,
en el preciso momento en que fue obtenida.

Teniendo presente todas las consideraciones hechas precedentemente, para el
caso de muestras hematicas para estudios de alcoholemia post mortem, la repre-
sentatividad estard dada por la localizaciéon anatémica de la cual proviene dicha
muestra. En este sentido, se considerd como valioso y muy oportuno la obtencion
de muestras de sangre de la region femoral (arteria / vena), antes que las prove-
nientes de cavidades cardiacas o de arteria subclavia; las cuales deben ser conside-
radas s6lo como alternativas ante la imposibilidad de obtener muestras femorales.
Esta decision ha sido tomada en virtud que las muestras femorales minimizan la
posibilidad de contaminacién por fenémenos de difusiéon pasiva con alcohol pro-
veniente de otras localizaciones anatomicas contiguas (pulmones, estbmago y/o
intestinos). Otro consenso establecido en favor de asegurar la representatividad de
las muestras, es que las mismas deben ser tomadas con anticoagulante que conten-
ga fluoruro en su composicion, para evitar la generacion endodgena de alcohol por
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accion microbiana (anticoagulante / preservante). De presentarse esta situacion,
la misma constituiria un fenémeno de alteraciéon (modificacion involuntaria)
que introduciria una causa de error por exceso en el resultado que se obtenga.

En el mismo sentido, otro fendmeno de alteracion que podria tener lugar como
consecuencia de no llenar completamente los recipientes que contienen las mues-
tras (recipientes NO llenos al tope de su capacidad), son las pérdidas de alcohol
por volatilizacién. Esto es asi ya que el alcohol es una sustancia volatil, razén por
la cual, en caso de quedar camara de aire en el recipiente que la contiene, cons-
tituye una fuente de error por defecto en el resultado que se obtenga. Es por ello
que, como parte de los consensos establecidos, se ha acordado que los tubos que
contienen las muestras hematicas deben estar llenos al tope de su capacidad, sin
excepcion.

Otros cambios que pueden afectar la representatividad de estas muestras son
los fenémenos de adulteracion (modificacion voluntaria). Para minimizar esta
posibilidad el equipo tanatologico debera extremar las precauciones y cuidados
para que en todo momento se respete la cadena de custodia de los especimenes a
analizar.

Por ultimo, para asegurar la representatividad de las muestras a analizar, se
debera asegurar una correcta identificacion de las mismas. Una correcta iden-
tificacion de muestras para estudios forenses comprende, en primer lugar, la
asignacion de un eddigo de identificaciéon univoco. Paralelamente, se debera
completar una planilla o formulario de remision de muestras con todos los
datos identificatorios e informacion complementaria que rodea al caso bajo inves-
tigaciéon. Dicha informacion tiene por finalidad permitir al analista que realice un
mejor encuadre e interpretacion de los resultados que se obtengan.

* Periodo de transporte: se define asi al tiempo transcurrido entre la obten-
cién de la muestra, hasta su llegada al laboratorio toxicolégico. Tomando en con-
sideracion las posibilidades de modificaciéon en la representatividad de las mues-
tras en funcion del tiempo transcurrido, la experiencia demuestra que un periodo
de transporte adecuado para el proceso de remision de muestras al laboratorio
toxicolégico no debe ser mayor a 72 hs. En nuestra experiencia, hemos constatado
que aquellas muestras que son admitidas en el laboratorio dentro de este plazo,
no sufren modificaciones que puedan afectar su idoneidad para los estudios que se
requieren. Superado este plazo maximo de transporte, pueden tener lugar feno-
menos modificativos que afectarian la representatividad de las mismas.

* Cantidad (mililitros): El volumen de muestra hematica que se remite al
laboratorio toxicoldgico resulta un parametro de capital importancia, ya que la
cantidad de la misma debe resultar suficiente para la realizaciéon de un estudio por
duplicado y debe quedar una alicuota para la eventualidad de que se requiera la
realizacion de una contraprueba.

Mucho volumen representa, con el tiempo, un problema fisico de almacena-
miento. Escaso volumen, representa un problema técnico-analitico imposible de
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resolver. En la practica se considera un volumen adecuado dos muestras de cinco
mililitros cada una, tomadas con una hora de diferencia entre ellas, para el caso
de individuos vivos (muestras clinicas) y una muestra de quince mililitros (tubo
conico de polipropileno completo) para el caso de individuos fallecidos (mues-
tras tanatologicas).

3.4.1. FLUJOGRAMA CORRESPONDIENTE AL PROCESO
DE TOMA DE MUESTRAS DE SANGRE PARA ESTUDIOS
DE ALCOHOLEMIA POST MORTEM

Habiendo definido las principales disfunciones que condicionan el desempeiio
del equipo responsable de obtener las muestras de sangre para estudios de alcoho-
lemia post mortem, resulta de vital importancia establecer detalladamente la se-
cuencia de pasos y operaciones que regiran el proceso de obtencion de las mismas.

El proceso se inicia en el mismo momento en que la Autoridad Judicial compe-
tente decide que se llevara a cabo una autopsia para establecer, desde un punto de
vista técnico-cientifico, las causas que determinaron el fallecimiento del individuo
cuya muerte se investiga.

Es en esta etapa del proceso pericial donde deben tomarse en consideracion
y ponerse en practica, con el maximo rigor, todos los criterios para la seleccion,
obtencion y preservacion de muestras hematicas desarrolladas en el apartado 3.4.

Cabe destacar que la etapa de mayor criticidad para el proceso considerado
la constituye la seleccion del sitio anatémico de puncion, a partir del cual
se tomard la muestra hematica que serd remitida al laboratorio para estudios de
alcoholemia post mortem.

Esta decision no siempre es la resultante de la aplicacion simple y directa de
criterios técnico-cientificos establecidos y aceptados internacionalmente. Muy por
el contrario, en muchos casos son las propias circunstancias “de hecho” las que
determinan el sitio anatémico a partir del cual sera posible realizar la obtencion de
la muestra sanguinea requerida. El tipico caso que grafica la situacion descripta, lo
constituyen individuos con extensos y profundos politraumatismos, tan frecuente-
mente asociados a la casuistica relacionada con la accidentologia vial.

En tales circunstancias resulta indispensable realizar una interconsulta con el
laboratorio toxicolégico para decidir, en conjunto y con el maximo rigor cien-
tifico posible, la mejor localizacién anatémica a partir de la cual se obtendra la
muestra requerida.

Otra etapa critica dentro de este proceso la constituye todas las operaciones que
tienen por finalidad asegurar de modo fehaciente y univoco la identidad de la
muestra obtenida; de tal manera que exista una correspondencia perfecta entre
la identidad de la muestra a procesar y el individuo del cual proviene.

Esta etapa consta de dos operaciones simultaneas que deben ser realizadas por
los integrantes del equipo tanatolégico. Por un lado, asignar un cédigo identifica-
torio al recipiente primario que contiene la muestra y, por otro, completar el for-
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mulario o planilla adjunta (en el cual se reproduce dicho cédigo de identificacion)
con toda la informacién complementaria disponible; incluyendo las circunstancias
que rodearon el deceso del individuo cuya muerte se investiga: causa aparente de
muerte, si recibi6 asistencia médica, si recibié o consumia medicamentos en forma
habitual, si padecia enfermedades cronicas, etc. (Figura 11.).

Completar dicho formulario resulta de capital importancia ya que es la Gnica
guia de la cual dispone el analista para orientar su investigacion y realizar una
interpretacion de los resultados obtenidos lo mas ajustada posible a la verdad real
de los hechos bajo investigacion.

FORMULARIO PARA DERIVACION DE MUESTRAS PARA ESTUDIOS DE ALCOHOLEMIA

POST MORTEM
DATOS DEL SOLICITANTE
Institucion
Derivante. | Provincia: | Localidad:
Profesional | Apellidoy Nombre:
Solicitante | Profesion: | Cargo:

DATOS DEL APORTANTE
Apellidoy Nombre
DNI/LE/LCICI (Marcar s/correspanda) | N°:

Edad

Sexo.

Numero de Identificacion de Origen

Historia de abuso de alcohol: I ] no [

Existi6 asistencia médicaointernacion mayora 12 hs: Sl O noOd
Principales Hallazgos de AUBIOPSIA:. ... i iiiiiien e itisiontesnsiasssoionss insisossonseiasissssans Z

DATOS DE LA MUESTRA
TIPO DE MUESTRA CANTIDAD REMITIDA

Sangre. Anticoagulada:SI [] NO L]

Puncionfemoral []

Puncion subclavia ]

Puncion cardiaca [m]

Otros (especificar):[]

Condiciones de envio;. Temperatura Ambiente []  Refrigerada[] Ereezadal]

Firma y Sello del Solicitante

Figura 11. Formulario donde se consigna la informacién complementaria para la derivacion de muestras de
sangre para estudios de alcoholemia post mortem.
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Mucho menos criticas resultan las etapas de selecciéon del recipiente en el cual
sera colocada la muestra obtenida, como asi también la etapa de preservacion por
frio ya que, por lo general, las instituciones tienen a su disposiciéon una amplia
variedad de recipientes para realizar dicha selecciéon, como asi también gran ca-
pacidad de guardado de recipientes bajo condiciones de refrigeracion.

En la Figura 12 se describe el flujograma correspondiente al proceso de toma de
muestras de sangre para estudios de alcoholemia post mortem.

Seleccion del sitio anatomico
de la puncion

y

Si <«— ¢Puncion femoral? — No

laboratorio dentro de
las 72 hs de obtencion

refrigeracion (4-8 °C)

| v :
' Si <«— ¢Puncion cardiaca? —» No :
: \ :
; Si <— ¢Puncién subclavia? —» No ——» Consulta al |
! laboratorio
: ! \ :
; Se colecta la muestra de sangre utilizando EDTA- Fluoruro al 1- 2% :
i Lienar los recipientes al tope de :
: su capacidad (sin camara de aire) ;
: Identificacion :
| Etiqueta identificatoria Planilla complementaria
: Preservacion bajo Remision al i
: > ;

Figura 12 Flujograma del proceso correspondiente a la toma de muestras de sangre para estudios de alcoho-

lemia post mortem.

3.4.2 FLUJOGRAMA CORRESPONDIENTE AL PROCESO INGRESO
DE MUESTRAS HEMATICAS AL LABORATORIO DE TOXICOLOGIA
FORENSE PARA ESTUDIOS DE ALCOHOLEMIA POST MORTEM

Llegadas las muestras al laboratorio de toxicologia forense, el personal que reci-
be las mismas debera verificar que cumplan con todos los atributos de calidad esta-
blecidos para su admisibilidad, asentando en la planilla de registro correspondiente
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los incumplimientos observados. Paralelamente, debera confeccionar y entregar al
equipo tanatologico un comprobante de conformidad / no conformidad (Figura
14) respecto de las muestras recibidas; especificando los incumplimientos obser-
vados, si los hubiera. Este sistema asegura un “feed-back” de informacion entre
el equipo tanatologico y el personal del laboratorio. En caso de incumplimientos,
cualquiera sea este, se debera realizar con el equipo tanatol6gico una interconsulta
que permita establecer la mejor manera de proceder con dichas muestras, para una
adecuada interpretacion de los resultados que se obtengan.

En la Figura 13. se describe el flujograma correspondiente al proceso de ingreso
de muestras hematicas al laboratorio de Toxicologia Forense para estudios de alco-
holemia post mortem.

Equipo tanatolégico

Recepcion de muestras en el
laboratorio de Toxicologia Forense

}

Control de criterios
de admisibilidad

¢Cumple criteriode —, Si
sitio anatomico de
puncion? ¢

No —» ;Cumple criteriosde —» Si

preservacion, ¢
v
No ¢Cumple —» Si
criterio de tiempo
de transporte? l

No conformidad e
interconsulta con el
equipo tanatolégico

«— No < ¢ldentificacion —> Si
completa? l

Conformidad

l

Ingreso muestra
al laboratorio. Se

anticoagulante y frio?
registra y procesa.

Figura 13. Flujograma correspondiente al proceso de ingreso de muestras hemdticas al laboratorio
de Toxicologia Forense.
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LABORATORIO DE TOXICOLOGIA FOREN SE

COMPROBANTE DE RECEPCION DE MUE STRAS

ReciBiDo conForme st [ wo [J

O S R A O R - o sme i ot s ey mam s e i s A v o o .
[P Figura 14.
.............. . sessesss ussssasssssansensesnsansnss Compmbante d€
..................... > ] s ) recepeion de
RECIBIO (FIRMAY SELLO):...e.everuensrscrsnsranmesnns T T muestras para

: toxwologia_forense.
FECHARECEPEION THORA ..o o L i i i

3.5 ALGUNOS BIOMARCADORES EN EL CONSUMO CRONICO
DE ETANOL

Es dificil encontrar parametros individuales para el diagnoéstico del alcoholismo
crénico.

- Enzima gamma-glutamil-transferasa o transpeptidasa (GGT) en
suero es el marcador mas empleado en clinica, indica dafio hepatico, aumenta
considerablemente en el alcoholismo cronico (69-90%), pero no es especifica
del etanol (55-100%). No esta elevada en alcohdlicos que atn no sufren alte-
raciones hepaticas. Vida media 14-26 dias, tarda casi un mes en normalizarse
tras la abstinencia.

- Volumen corpuscular medio (MCV). El alcohol es la causa mas frecuen-
te de macrocitosis aunque no es especifico. El cambio se puede detectar a los 40
dias de consumo excesivo.

- enzima alcohol-deshidrogenasa (ADH), aumenta en suero con el con-
sumo y desaparecen al interrumpirlo, en menor tiempo del que requiere la GGT.

- enzima transferrina deficiente en carbohidrato (CDT) mas sensible
que la anterior. Biomarcador mas especifico del alcoholismo (80-95%) y sensible
(31-91%). Aprobada por la FDA (Administraciéon norteamericana de alimentos y
medicamentos). Vida media 15 dias, por lo cual se considera un buen marcador
de recaida.

Se considera % CDT = 2,6 en alcoholicos y < 2,6% en sujetos consumidores
normales.

Se ha propuesto la utilizacién de la combinacion de los biomarcadores GGT
y CDT para aumentar la sensibilidad y diferenciar entre bebedores sociales y
alcoholicos.
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- apoliproteinas E y J, al-glicoproteina acida y aductos proteina-alcetaldehido.

-AST y ALT: son poco sensibles y no especificas, son buenos biomarcadores
cuando incrementan en forma desigual AST/ALT >2 indica que el dano hepatico
es por causa alcoholica.

- etil-glucuroénido, metabolito directo del etanol, muy estable, no volatil, so-
luble en agua. Puede ser detectado en los fluidos corporales después de la completa
eliminacion del alcohol del cuerpo y permanece en el pelo por tiempo indefinido.

Valores de cut-off en pelo (3 cm de longitud del segmento proximal):

< 8 pg/mg individuo abstemio
8 - 25 pg/mg bebedor social
30 pg/g bebedor abusivo

El EtG en sangre indica ingestién, pero su presencia significativa en pelo se
puede tomar como marcador del consumo crénico.

-5-hidroxitriptofol sérico o urinario: metabolito de la serotonina que perma-
nece incrementado 6-15 hs tras la eliminacién del etanol. El cociente aumentado
5-hidroxitriptofol/5-hidroxitriptofol-3-acido acético indica consumo en las alti-
mas 24 hs aunque no se detecte etanol.
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Capitulo 4

Técnicas de deteccion y cuantificacion

4.1 MICRODIFUSION: (METODO DE FELDSTEIN Y
KLENDSHO]J - CAPSULA DE CONWAY)

Este método se basa en un proceso de particiéon por el cual una sustancia volatil
pasa a través de la atmosfera generada en un dispositivo cerrado a un solvente
puro o a un reactivo, en el cual es considerablemente mas soluble que en la mues-
tra que lo contiene. Este proceso de particion puede ser favorecido y/o acelerado
por el empleo de un reactivo liberador. En el caso que se emplee un solvente colec-
tor, el proceso finaliza cuando se alcanza el equilibrio. En el caso que se opte por el
empleo de un reactivo colector, el proceso finaliza cuando se agota el reaccionante.

El dispositivo mas comunmente utilizado para este tipo de procedimientos es
la capsula de Conway (figura 15). La misma consta de dos compartimentos; uno
interno, mas pequeno y otro externo, mas grande. Como norma general, en el
compartimento interno se coloca el reactivo o el solvente puro sobre el cual se
disolvera el toxico volatil que se investiga. En el compartimento exterior se coloca
la muestra sospechosa de contener el toxico objeto de nuestro estudio.

Las ventajas comparativas que ofrece éste método son:

* Se necesita escasa cantidad de muestra para realizar el ensayo.

* No necesita procesos previos de purificacion, directamente se trabaja con la
muestra problema.

* Es un método muy sencillo.

* Eis un método econdémico.

* Es un método rapido.

Como desventaja, cabe aclarar que se dosan alcoholes totales, pudiendo dis-
criminar el valor correspondiente al metanol realizando un ensayo de microdi-
fusion con la determinacion correspondiente con acido cromotropico en medio
acido del metanol previamente oxidado.

Las sustancias susceptibles de ser analizadas mediante este procedimiento
pueden ser liberadas de la muestra que las contiene por distintos principios
fisico-quimicos:

» Aprovechando la mayor solubilidad del toxico en el solvente o en el reactivo
al que se lo enfrenta.

* Por reduccion de la solubilidad del toxico en la muestra que lo contiene.

* Por ruptura de la molécula que contiene al toxico en la muestra que se analiza.
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35 mm
; P Figura 15: esquema de la cdpsula de Conway
6 mm I 15 . J 14 mm
3
65 mm
PROCEDIMIENTO

En una capsula de Conway colocar:

a. En el compartimiento interior: 0,5 ml de soluciéon 0,4 N de KyCr:O7 en
H.SO. 10 N.

b. Cubrir la placa con la tapa correspondiente, previa lubricaciéon con grasa de
siliconas, hasta las %4 partes de su superficie. Por el espacio libre se agrega en el com-
partimento exterior: 0,5 - 1 ml de sangre mas | ml de solucién saturada de KoGOs

c. Se tapa rapidamente la placa y se la agita suavemente sobre una superficie
plana, con movimientos circulares, hasta homogeneizar los agregados.

d. Se deja reaccionar: 24 hs. a temperatura ambiente.

10 hs. a 25 °C.
6 hs. a 37 °C
2 hs. a 50 °C.

Una vez cumplido el periodo de difusion, se retira la tapa y se agrega 0,5 ml de
KI 3N en el compartimento central de la capsula de Conway. Se mezcla bien con
una varilla de vidrio.

Ensayar un testigo negativo (blanco) donde se reemplaza la muestra (sangre) por
agua destilada.

Titular el yodo liberado por el dicromato en exceso mediante una solucién de
tiosulfato de sodio 0,1 N hasta que practicamente desaparezca el color del yodo.

Agregar una gota de almidén soluble y continuar la titulacién hasta que vire el
color de AZUL-VIOLETA a VERDE o AZUL-VERDOSO (Figura 16).

A ‘ B

Figura 16: cambios de color en la titulacion. A blanco: color naranja, muestras: color verde de la_formacién
del Cr**. B Coloracion azul del complejo almidin iodo que debe desaparecer en el punto final.
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REACCIONES

2K,Cr,07 + 3CHsCH>OH + 8H:SO, — 2Cry(SO4)3+3CH;:COOH+2K,SO4+11H20
KyCr:O7 + 7THoSO4 + 6KI = 3 Ir + Cro (804)5 + 4K.SO4+ 7 H,O
2 NasS:0s + Iy = 2 Nal + NaoS:Os6

CALCULO

N (VB-VM). 11,5 = g/L

N: Normalidad del tiosulfato de sodio.

VB: mililitros de la solucién de tiosulfato consumidos para titular el blanco.

VM: mililitros de la solucién de tiosulfato consumidos para titular la muestra.

11,5: Factor de equivalencia (PM EtOH: 46/4; siendo 4 el nimero de electro-
nes cedidos en la ecuacién redox).

4.2 METODO ENZIMATICO

Utiliza el mismo principio que el organismo para metabolizar el alcohol. La al-
cohol deshidrogenasa (ADH) cataliza la transferencia de los atomos de hidrégeno
del sustrato (alcohol etilico) al NAD+, transformandose éste en NADH, mientras
que el alcohol se oxida a acetaldehido.

C, H;OH + NAD* ——— CH;CHO + NADH + H*

La transformacién de NAD+ en NADH se refleja en la diferente intensidad de
absorcion de la luz UV ya que el NAD+ tiene su maximo de absorcién en 260 nm
y el NADH tiene su maxima absorciéon en 340 nm; o sea que la cantidad de alco-
hol etilico presente se evidencia por el incremento de la absorcion de la radiacion
a 340 nm.

El resultado se calcula entrando con el valor de absorbancia a una grafica de
Absorbancia vs. Concentracion, que se ha realizado con soluciones de alcohol
etilico de concentracion exactamente conocida.

El procedimiento se realiza tratando:

a. La muestra de sangre junto con el o los testigos y el blanco con una solucién
de acido perclorico, todo ello colocado en sus respectivos tubos de centrifuga. La
funcién del acido perclérico es desproteinizar las muestras.

b. Se mezcla cuidadosamente y se centrifuga 5 minutos a 3000 r.p.m.

c. Una alicuota del sobrenadante (generalmente 0,1 ml) se trata con una solu-
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ci6n buffer de pH 8.
d. Se agrega la solucion de NAD+ 24mM.
e. Se mezcla y se anade la solucion de ADH.
f. Se incuba 25 minutos a 37 °C.
g. Se lee la absorbancia a 340 nm

La técnica antes descripta tiene la finalidad de exponer en forma general el mé-
todo enzimatico para la cuantificacion del alcohol etilico en sangre. Segtn el equi-
po comercial utilizado, convendra seguir las indicaciones operativas del fabricante.

Su principal ventaja radica en la alta especificidad que presenta para el alcohol
etilico, ya que el alcohol metilico (principal interferente en este tipo de determi-
naciones) no presenta una gran absorcion a 340 nm. Tampoco interfieren los pro-
ductos biologicos provenientes del material en descomposicion.

La sensibilidad de este método es comparable con la del método de microdifu-
si6n, aunque sin los inconvenientes de interferencia ya expuestos.

4.3 CG-FID: TECNICA HEADSPACE
PREPARACION DE LA ESTANDARES Y MUESTRA

Estandares: preparar soluciones de 0,5; 2,0 y 6,0 g/1 de alcohol etilico. Dis-
pensarlas y procesarlas de la misma manera indicada para las muestras biologi-
cas. Construir la curva de calibracién que se utilizard para las determinaciones
cuantitativas.

Muestras: en un vial de headspace colocar 1 ml sangre (humor vitreo u orina)
+ 0,5 ml solucién estandar interno (butanol, terbutanol, etc.) + 0,5 ml KoCOs
como agente liberador. Dejar 15 minutos a 80°C en
el horno del equipo (figura 17 Ay B)

De esta manera se produce el equilibrio alcohol

en la muestra (Vs), alcohol presente en el espacio de
cabeza (Vo).

1110

Tiempo de equilibrio Head Space

Concentracién

16 Tiempode
54 equilibrio
o _f‘,&
1 Equilibrio dindmico
Crmsie) F | gas- liquido

0,6 J
04 J
2 1

0,2

T T T T T 1
0 5 10 15 20 25 30

Tiempo (min.)

Figura 17 A. Equilibrio headspace.
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Figura 17 B. Viales de head-space para dosage de etanol en muesras bioldgicas.

CROMATOGRAFIA GC-FID

Gas de arrastre: Ny 14 psi (1,16 ml/min).

Inyector: 150 °C. Split: 5 ml/min.

Columna: Temperatura del horno 80°C .
Columna: wax 20M (polietilenglicol) 20 m- 0,18 ID.

Detector: FID hidrégeno a 45 ml/min. Aire a 450 ml/min. Temperatura 250°C.

Figura 17 C.
2 Cromatograma
obtenido para

dosaje de

alcohol etilico,
donde se utilizo

butanol como
estandar

wnterno.
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El orden de elucién generalmente es: metanol, acetaldehido, etanol, isopropanol,
acetona, N-propanol.

En la préactica se obtienen cromatogramas y curvas de calibraciéon como los que
se 1lustran en las figuras 17 C y 17 D, respectivamente.
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Capitulo 5

Interpretacion de resultados:
Resolucion de Casos - Alcances

5.1 CALCULO DE ALCOHOLEMIA RETROSPECTIVA

AR=A+ (Bxt)
A = Alcoholemia correspondiente al momento de la extracciéon de sangre
(ejemplo: 0,45 g/1).
3 = Coeficiente de etil oxidacion (0,15 g/Lh).
t = Tiempo en horas transcurrido a partir del hecho que se investiga
(ejemplo: 2 horas).

AR = 0,45 g/1+ (0,15 x 2) = 0,75 g/1.

5.2 CALCULO DEL TIEMPO NECESARIO PARA ELIMINAR
EL ALCOHOL INGERIDO

TIEMPO (Horas) = Alcoholemia

B
3 = Coeficiente de etil oxidacién (promedio: 0,15 g/1.h)
Ejemplo: tiempo para eliminar 1 g/1

TIEMPO =1g/1 _ 6,67 horas
0,15

5.3 CALCULO DEL CONTENIDO TOTAL DE ALCOHOL EN

EL ORGANISMO

C=PxVDxA
P = Peso de la persona (Kg).
VD = Volumen Aparente de Distribucion 0,7 (hombres). 0,6 (mujeres).
A = Alcoholemia (g/1).

5.4 CALCULO DE SU EQUIVALENTE EN BEBIDA ALCOHOLICA
Ej: Peso: 75 Kg. A: 1,5 g/1. Sexo: Masculino. Tiempo transcurrido: 4 horas.
C=Px0,7xAHecho

* Calculo de la alcoholemia retrospectiva (A en el momento del hecho)

AHecho=A+ (fxt)

AHecho = 1,5 g/1 + (0,15 g/Lh x 4 h) = 2,10 g/1

* Céalculo de la concentracion:
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C=75Kgx0,7x2,10 g/1=110,25 g etanol
¢ Calculo del volumen de alcohol:

Densidad del etanol = 0,798 g/ml

110,25 g/0,798 g/ml.

Volumen (ml) de etanol = 138,16 ml

* Calculo del equivalente en bebida

VINO (12 %): 12 ml de etanol------------ 100 ml de bebida
138,16 ml etanol---------- X= 1151, 32 ml bebida (1,5 botella de 3/4).
CERVEZA (5 %): 5 ml de etanol--------- 100 ml de bebida

138,16 ml de etanol---X= 2763,20 ml bebida (2,83 botellas 975 cc).
WHISKY (40 %): 40 ml de etanol-------- 100 ml de bebida
138,16 ml etanol------ X= 345,40 ml de bebida (1/3 botella de litro).

5.5 ANALISIS DE CASOS

Se necesita saber si la ingesta de alcohol pudo haber actuado como factor
coadyuvante o predisponente para la ocurrencia de los casos que se detallan a
continuacion. Discuta cual seria su propuesta analitica para cada caso. Justifique
la misma. Las consideraciones realizadas para cada caso poseen una finalidad
orientativa y no agotan la discusion.

CASO N° 1: ACCIDENTE DE TRANSITO

Se recibe en el laboratorio un individuo de sexo masculino, de 45 afios de
edad, 85 Kg de peso corporal. Horario de ocurrido el hecho bajo investigacion:
15:00 hs. Horario de llegada al laboratorio para toma de muestra: 19 hs. (Indivi-
duo vivo).

Considerar

» Pasaron cuatro (4) horas desde que ocurrié el hecho bajo investigacion, ra-
zon por la cual no hay necesidad de tomar dos muestras de sangre con una hora
de diferencia entre ellas, ya que se habria alcanzado y superado el maximo de
concentracion en sangre (etapa post absortiva).

» Tomar una muestra de sangre + una muestra de orina como control (Resulta-
dos sangre: 1,00 g/l y orina: 1,80 g/l) Al realizar el cociente entre la concentracién
de alcohol en orina / sangre se confirma que la absorcion ha sido completa.

» Se hace indispensable calcular la alcoholemia retrospectiva al momento del
hecho bajo investigacion.

* Resultaria muy util, para una mayor ilustracion de la autoridad judicial, infor-
mar el resultado de la alcoholemia retrospectiva como su equivalente en bebida
alcohdlica.
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CASO N° 2: ACCIDENTE DE TRANSITO

Se recibe en el laboratorio un individuo de sexo femenino, de 28 afos de edad,
de 70 Kg de peso corporal. Horario de ocurrido el hecho bajo investigacion: 17 hs.
Horario de llegada al laboratorio para la toma de muestra: 18 hs. (Individuo vivo).

Considerar

» Se torna indispensable tomar dos muestras hematicas con una hora de di-
ferencia entre ellas, en virtud de la proximidad entre el horario de ocurrido el
hecho bajo investigacion y el horario en que llega al laboratorio para obtener las
muestras a analizar (una hora de diferencia). No tenemos certeza de si se ha
alcanzado y superado el maximo de concentracion en sangre.

» Primera muestra de sangre: 0,45 g/I. Se agrega una muestra de orina como
control: 0,21 g/l.

» Segunda muestra de sangre: 0,62 g/l. Se agrega una segunda muestra de
orina como control: 0,85 g/l.

El analisis de los valores obtenidos indica absorcion incompleta de alcohol al
momento de ocurrir el hecho bajo investigacion. Todavia se encontraba en etapa
absortiva al momento de ocurrir el mismo. No se puede tomar en consideracién
la segunda muestra de sangre para el calculo de ningun valor predecible. Se
debe informar el valor de concentracion correspondiente a la primera muestra de
sangre obtenida, con la salvedad que nada puede decirse con respecto al valor
de alcohol en sangre al momento de ocurrido el hecho. Sélo podra inferirse que
el mismo era menor a 0,45 g/l (el cual se encuentra dentro del limite legal para
conductores de automéviles: 0,50 g/l).

CASO N° 3: ACCIDENTE DE TRANSITO

Se recibe en el laboratorio un individuo de sexo masculino, 50 afios de edad,
90 Kg de peso corporal. Horario de ocurrido el hecho bajo investigacion: 02:00 hs.
Horario de llegada al laboratorio para la toma de muestra: 15:00 hs (Individuo vivo).

Considerar

* Transcurrieron trece (13) horas desde la ocurrencia del hecho bajo investiga-
cién hasta el momento en que es traido al laboratorio para la toma de muestra.

» Se toma una Unica muestra de sangre en virtud de las horas transcurridas. No
es necesario tomar una segunda muestra.

« Se toma una muestra de orina como control, pensando que por las horas
transcurridas probablemente el analisis de la muestra de sangre arroje resultado
negativo.

* Resultados: sangre 0,00 g/l y orina 1,85 g/l.

En este caso sélo puede afirmarse que existié consumo de alcohol. Nada pue-
de decirse del valor de concentracién en sangre que hubiera podido tener el
alcohol al momento de ocurrido el hecho bajo investigacion.

CASO N° 4: ACCIDENTE DE TRANSITO
Se recibe en el laboratorio las muestras pertenecientes a un individuo de sexo
femenino, 36 afios de edad, 65 Kg de peso corporal. Se constata un importante
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traumatismo de térax y abdomen. Individuo fallecido en el acto.

Considerar

» Se analiza la muestra de sangre remitida al laboratorio y se obtiene un valor
igual a 5,38 g/l de alcohol.

Un valor tan elevado en sangre, junto con la presencia de un importante trau-
matismo de térax / abdomen, necesariamente nos debe hacer pensar en que la
muestra de sangre obtenida puede estar reflejando una mezcla de las concen-
traciones de alcohol sanguinea + pulmonar (alveolar) + abdominal (estémago).
Maxime si la muestra de sangre remitida para su analisis fuera obtenida de cavi-
dades cardiacas o de la vena subclavia. Por tal motivo, resulta indispensable en
estos casos analizar muestras complementarias como el humor vitreo y la orina.
Resultados: humor vitreo 0,65 g/I; orina 0,99 g/l.

Con estos valores, nada puede decirse del verdadero valor de alcohol en san-
gre, solo que existié consumo.

CASO N° 5: POLITRAUMATIZADO SEVERO

Se reciben en el laboratorio muestras de un individuo de sexo masculino, de 45
afos de edad, 95 Kg de peso corporal, en el cual se produce la seccion total de
los miembros inferiores (se sospecha suicidio arrojandose a las vias del tren). No
se pueden obtener muestras de rutina: sangre, orina, humor vitreo (por estallido
de ambos globos oculares). El individuo fallece poco tiempo después de ocurrido
el hecho, luego de recibir asistencia médica de emergencia.

¢, Cual seria la muestra de preferencia que intentaria obtener para casos como
el descripto?

Hematomas subdurales: son colecciones hematicas que se forman en el mis-
mo momento de ocurrido el hecho bajo investigacion o en un periodo muy cer-
cano al mismo. Por tratarse de sangre que ha salido del torrente circulatorio; el
alcohol que pudiera estar presente en esta muestra no sigue sufriendo un pro-
ceso de metabolizacidon hepatica, razon por la cual su concentracion alcohdlica
reflejara exactamente la alcoholemia de ese individuo al momento de ocurrir el
hecho bajo investigacion.

CASO N° 6: AHORCADO

Se reciben en el laboratorio muestras pertenecientes a un individuo de sexo
masculino, 68 afios de edad, 80 Kg de peso.

Resultados:

» Sangre: 0,1 g/l.

* Humor vitreo: 0,00 g/l.

* Orina: 0,00 g/I.

» Contenido gastrico: 3,00 g/l.

Con estos valores solo se puede afirmar que hubo consumo de bebidas alco-
hdlicas, pero el fallecimiento ocurrié antes que pudiera producirse el pasaje al
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torrente circulatorio. En este caso el alcohol no puede tomarse como un factor
coadyuvante o predisponente que pudiera haber influido en la causa de muerte.

CASO N° 7: AHOGADO

Se reciben en el laboratorio muestras de un cuerpo recuperado de las aguas
del rio Parana, luego de 24 horas de su desaparicion. Sexo femenino, 30 anos de
edad, 65 Kg de peso corporal.

Resultados:

» Sangre: 2,55 g/l.

* Orina: 1,78 g/l.

* Humor vitreo: 0,10 g/l.

¢, Cual sera el resultado prevalente para este caso? Justifique.

Se considera, fundamentalmente, el resultado obtenido en humor vitreo por
ser la muestra menos susceptible de sufrir modificaciones por la generacion de
alcohol enddgeno por proliferacion microbiana, por ser el globo ocular un com-
partimiento relativamente hermético que ofrece mayor resistencia a este tipo de
cambios.

En este caso se puede afirmar que no existié consumo de etanol.

CASO N° 8: HERIDA DE ARMA DE FUEGO

Individuo de sexo masculino, 25 afios de edad, 87 Kg de peso corporal. Reci-
be asistencia médica de urgencia que incluye cirugia y recuperaciéon en UTI. Se
convoca al equipo forense luego de doce (12) horas de ocurrido el hecho bajo
investigacion, para tomar las muestras de rigor segun el criterio del perito intervi-
niente, con la finalidad de establecer el posible grado de intoxicacién alcohdlica
al momento de ocurrido el hecho bajo investigacion.

Horario de ocurrido el hecho bajo investigacion: 02:00 hs.
Convocatoria al equipo forense: 14:00 hs.

Considerar

* No tiene sentido tomar muestra de sangre en virtud del tiempo transcurrido. A
ello debe sumarse la total modificacién de las condiciones originales de la mues-
tra hematica como consecuencia de la manipulacion médico-quirdrgica realizada
(que pudo haber incluido pasaje de fluidos, transfusion de sangre, entre las mas
comunes).

» Se toma Unicamente una muestra de orina para tratar de establecer si existio
consumo de alcohol.

* Resultados: sangre 0,00 g/I; orina 0,40 g/l. Con estos valores soélo puede de-
cirse que existié consumo de etanol. Nada mas.
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Capitulo 6

Control estadistico de resultados:
una breve aproximacion

El objetivo fundamental que implica la implementacién de un sistema de con-
trol estadistico para los resultados obtenidos, consiste en verificar que el sistema
de medicion utilizado para realizar el dosaje de etanol en muestras biologicas y no
biolégicas se mantenga bajo control en sucesivas determinaciones.

El sistema de verificacion mas practico y conveniente para realizar un control
como el propuesto, consiste en realizar la comparacion de la variabilidad de un
grupo de resultados (analisis de un testigo de etanol de concentracion perfectamen-
te conocida, por duplicado), variabilidad intra-determinacién, con respecto a
la variabilidad entre grupos de resultados (analisis de un testigo de etanol de con-
centracién conocida durante varios dias), variabilidad entre determinaciones.

Los valores obtenidos para las determinaciones anteriores son utilizados para
la construccion de grdficos de control de medias (X), el cual brindara informa-
cién detallada respecto de la exactitud asociada al sistema de medicién utilizado,
mientras que a través de la construccion de grdficos de control de rangos (R) se
obtendra la informacion correspondiente a la precision del sistema de medicion.
La evaluacion de los graficos que se construyan a partir de los datos obtenidos, nos
permitiran evaluar si el sistema de medicién se encuentra bajo control o si, por el
contrario, requiere la realizacion de ajustes analiticos y/o instrumentales.

A continuacioén se describe una guia rapida para la implementacion de un siste-
ma de control como el propuesto, que se encuentra al alcance de cualquier labo-
ratorio que realice este tipo de determinaciones.

DESARROLLO

* Con cada serie de determinaciones se corren dos testigos de concentracion
perfectamente conocida de etanol (2 g/1). Una al inicio de la corrida y otra al
final de la misma. Los valores asi obtenidos constituyen un grupo individual de
determinaciones.

Al finalizar el mes (o semanal / quincenalmente, segn el criterio de cada
laboratorio) se deberan tener tantos pares de valores como series de determinacio-
nes se hayan realizado.

* Los valores obtenidos se cargan en el programa estadistico (cualquiera de los
disponibles en el mercado resultan adecuados para tal fin), procediéndose al calcu-
lo de medias, rangos y elaboracion de los graficos X-R correspondientes.

* Los profesionales bioquimicos que integran el staff’ del Laboratorio de Toxi-
cologia, tendran la responsabilidad de realizar el analisis e interpretacion de los

51



Dr. Camargo | Dra. Torres

resultados obtenidos y la implementacion de medidas preventivas / correctivas
que se consideren necesarias para el ajuste del sistema de medicion.

* Para este tipo de determinaciones, resulta adecuado considerar como limites
aceptables entre los cuales pueden oscilar los valores analiticos obtenidos +/- 3 des-
viaciones estandar. En un sistema que se encuentra “bajo control”, todos los valores
obtenidos deberian encontrarse dentro de los limites establecidos y distribuidos de
manera, mas o menos simétrica, alrededor de la media. La presencia de valores por
fuera de los limites o bien, la presencia de tres (o mas) valores que caigan de un mis-
mo lado de la media (tendencia); implicarian desviaciones del sistema de medicion
que el analista debe evaluar y atender con particular atencién (Figura 18 Ay B).

* La informacién obtenida es conveniente asentarla en un informe que consti-
tuye el control mensual (semanal y/o quincenal) del sistema de medicién, donde
consten la medidas preventivas / correctivas implementadas ante desviaciones o
tendencias detectadas en el sistema de medicion, si fuera este el caso.

Diagrama de control de media (X-barra)
2,0780 Figura 18 A. Grifico utibizado
para controlar la exactitud de las
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