TRABAJO DE FIN DE MASTER:

APLICACION DE LA BIOQUIMICA POST
MORTEM PARA LA ESTIMACION DEL
INTERVALO POST MORTEM (IPM)

UNIVERSITAT ROVIRA i VIRGILI

Master en Genética, Fisica y Quimica Forense

Andrea Abascal Sabaté

Tuto académico: Ximena Terra Barbadora
Afio académico: 2021-22

Junio 2022, Tarragona

Universidad Rovira i Virgili



INDICE

RESUMEN ... nneas 3
ABSTRACT et re e 4
ABREVIATURAS .t ne e 5
1. INTRODUCCION.......coiieeeeeeeeceters s st teses s tss sttt 6
1.1.  Bioquimica POSt MOMEM......cc.ciieiieie et 6
1.2.  Intervalo post mOrtem (IPM) ......cccooiiiiiiieie e 6
1.3.  Aproximaciones actuales para la estimacion del IPM .............ccocoviiniinenn. 7
1.3.1.  FenOMENO0S CAUAVETICOS ........cveuirieieiesiesieieie sttt 7
1.3.2.  ENtomologia fOrENSE.........ccoueiriieieisiereese e 10

1.4.  Bioquimica post mértem como técnica en desarrollo...........ccocevevvrirerinnnnne 12
1.5.  Importancia forense del IPM ... 13

2. OBUIETIVO ...ttt ettt et sbn et 13
3. METODOLOGIA DE BUSQUEDA ..ottt vess s s s 13

4. ESTUDIOS BIOQUIMICOS FORENSES PARA LA ESTIMACION DEL IPM 14

4.1. Cambios bioquimicos PoSt MOMEM .........cccccceeiieiiiiecee e 14
4.2, MUEBSEIAS A8 CIECCION .....cee oot 16
4.3. Electrolitos como indicadores del IPM ........ooooe oo 17

4.4. Macromoléculas como indicadores del IPM: acidos nucleicos y proteinas .... 20

5. INCONVENIENTES DE LA BIOQUIMICA POST MORTEM ......cococevvvenn.. 22
B.  CONGCLUSIONES . ...coo oottt e e e e e e e e et e e erer e e e eesar s 23
7. BIBLIOGRAFIA ..o e et e e e et e e es e e et er e 24



RESUMEN

El intervalo post mortem (IPM) se define como “la cantidad de tiempo que ha transcurrido
desde la muerte del difunto hasta el momento de la autopsia”. La estimacion del IPM
tiene una elevada importancia dentro de la Medicina Legal, pero es un valor dificil de
estimar ya que se ve afectado por muchos factores, tanto intrinsecos como extrinsecos.
Actualmente los métodos mas utilizados para la estimacion del IPM son la evaluacion de
temperatura cadavérica (algor mortis), la lividez post mortem (livor mortis), la rigidez
muscular (rigor mortis) y la entomologia forense. En los Gltimos afios ha surgido una
nueva linea de investigacion para la estimacion del IPM, la bioquimica post mértem. La
bioquimica post mdrtem o tanatoguimia evalla los cambios que se producen en la
composicion quimica de los fluidos bioldgicos corporales después de la muerte.
Principalmente se evaltan los electrolitos en fluidos como el humor vitreo, liquido
sinovial o liquido cefalorraquideo, aunque recientemente se han realizado varios estudios

prometedores como ensayos inmunohistoquimicos o estudios protedGmicos.

Esta revision bibliografica tiene como principal objetivo analizar los diferentes métodos
bioquimicos utilizados para la estimacion del IPM. Ademas, se revisaran novedosas
investigaciones dentro de la bioquimica post mértem y se analizaran tanto sus ventajas
como inconvenientes. Para ello, se han consultado como fuentes de informacion bases de

datos como Pubmed o Google Scholar, donde se han encontrado los articulos utilizados.

Tras la revision de informacion cientifica seleccionada, se establece como principal
método bioquimico para la estimacion del IPM el analisis de potasio (K*) en el humor
vitreo. Recientes investigaciones proponen estudios proteémicos e inmunohistoquimicos
de diferentes tejidos (6seo 0 miocardio) como posibles métodos para una estimacion del
IPM mas precisa. A pesar de que actualmente existen numerosos métodos para la
estimacion del IPM, sigue siendo necesario un método validado que sea preciso y

universal.

Palabras clave: intervalo post mortem, bioguimica post mdértem, marcadores

bioquimicos post mértem, potasio.



ABSTRACT

The postmortem interval (PMI) is defined as "the amount of time that has elapsed since
the death of the deceased”. The estimation of the PMI has a high importance within Legal
Medicine, but it is a difficult value to estimate since it is affected by many factors, both
intrinsic and extrinsic. Currently the most used methods for the estimation of PMI are the
assessment of cadaveric temperature (algor mortis), postmortem lividity (livor mortis),
muscle stiffness (rigor mortis) and forensic entomology. In recent years, a new line of
research has emerged for the estimation of PMI, postmortem biochemistry. Post-mortem
biochemistry, or thanatochemistry, evaluates the changes that occur in the chemical
composition of biological body fluids after death. Mainly electrolytes in fluids such as
vitreous humor, synovial fluid or cerebrospinal fluid are evaluated, although recently
several promising studies such as immunohistochemical assays or proteomic studies have

been performed.

The main objective of this literature review is to analyze the different biochemical
methods used for the estimation of PMI. In addition, new research in post-mortem
biochemistry will be reviewed and its advantages and disadvantages will be analyzed. For
this purpose, databases such as Pubmed or Google Scholar have been consulted to obtain
the scientific articles from which the information has been extracted.

From all the scientific information reviewed, potassium (K*) analysis in the vitreous
humor is established as the main biochemical method for the estimation of PMI. Recent
studies propose proteomic and immunohistochemical studies as possible methods for a
more accurate PMI estimation. Despite the numerous methods, the estimation of PMI is
still under study due to the lack of a validated method that is supposed to be accurate and

universal.

Key words: postmortem interval, postmortem biochemistry, postmortem biochemical

markers, potassium.



ABREVIATURAS

IPM Intervalo post mdrtem

ATP Trifosfato adenosina

MBP Marcadores bioquimicos post mortem
LS Liquido sinovial

LCR Liquido cefalorraquideo

Hx Hipoxantina

ADN Acido desoxirribonucleico

RNA Acido ribonucleico

PCR Reaccion cadena de la polimerasa
MCA Analisis de correspondencia multiple
cTnC Troponina C cardiaca



1. INTRODUCCION

1.1.Bioquimica post mértem
La bioquimica post mortem, también denominada tanatoquimia, evalUa los cambios que
se producen en la composicion quimica de los fluidos bioldgicos corporales después de
la muerte. Es decir, estudia la evolucion de las transformaciones bioquimicas que ocurren
en un cadaver y su evolucion en el tiempo (1). Por lo tanto, conocer y entender la aparicién
y progresion de los cambios post mértem es esencial para una correcta estimacion del

intervalo post moértem (IPM) (2).

Cabe destacar la diferencia entre bioquimica forense y bioquimica post mértem. Ambas
disciplinas tienen su aplicacion en el sistema legal para contribuir al esclarecimiento o
resolucion de los hechos delictivos. Sin embargo, la bioquimica forense trataria cualquier
delito donde existan indicios de origen bioldgico, mientras que la bioquimica post mortem

se centraria en el estudio de los fluidos corporales en un cadaver (1).

Actualmente la bioquimica post mortem se centra en descubrir cuél ha sido la causa de
muerte, asi como el tiempo transcurrido desde el fallecimiento. Se estima que su
aplicacion ha contribuido a resolver hasta el 10% de las muertes naturales (3). Sin
embargo, a pesar del enorme potencial de esta disciplina, los métodos bioquimicos post
moértem todavia tienen poca influencia en las autopsias rutinarias. Sus principales
inconvenientes son la dificultad para interpretar los resultados de los andlisis, la ausencia
de bases de datos con suficiente informacion, asi como el insuficiente conocimiento sobre

los cambios bioquimicos post mértem (4).

1.2.Intervalo post mértem (IPM)
El intervalo post mértem (IPM) es un importante desafio que resolver en patologia
forense, y consiste en poder determinar el tiempo transcurrido desde la muerte hasta el
momento de la autopsia. Es una herramienta esencial en las investigaciones forenses y
tiene una gran importancia en ciertos casos a la hora de incriminar o absolver a un

sospechoso (2, 5).

La estimacidon del IPM es una de las tareas mas complicadas en la Medicina Legal

actualmente ya que no existe un método que sea completamente exacto para ello. Cuanto



mas prolongado es el IPM, menos precisa es la estimacion y, por ello, es importante

utilizar aquellos métodos adecuados a las circunstancias (2).

Las técnicas mas utilizadas para la estimacion del IPM se basan en el estudio de
parametros como la temperatura rectal del cadaver o de alguno de sus drganos, en el
examen del rigor mortis, en las livideces cadavéricas o, para cadaveres tardios, mediante
la entomologia forense. Hoy en dia, todavia la determinacion del IPM sigue siendo
objetivo de discusion por lo que, numerosos investigadores contintan buscando un

método que mejore la precision sin renunciar a la fiabilidad de este (2).

1.3.Aproximaciones actuales para la estimacién del IPM
Para una estimacion del IPM oOptima, es importante utilizar la técnica mas precisa para
cada caso. Por ejemplo, en cadaveres tempranos se suele estudiar la lividez y rigidez
muscular, mientras que en los casos de cadaveres tardios se utiliza la entomologia forense

o el andlisis de las etapas de descomposicion cadavérica mas avanzadas (6).

1.3.1. Fendémenos cadavéricos

Segun Luy y Ramirez (7) los fendmenos cadavéricos son los cambios y transformaciones
que sufre un cuerpo desde la muerte hasta su descomposicion total. Los dividen en
fendmenos cadavéricos tempranos o abidticos y fendmenos cadavéricos tardios o
mediatos. Aunque otros autores diferencian tres etapas de cambios: inmediatos,

tempranos y tardios (2).

Los cambios post mortem inmediatos se relacionan con la interrupcion de las funciones
vitales y son Utiles para diagnosticar la muerte basandose en la parada del sistema
respiratorio, circulatorio y nervioso. Por ejemplo, el cese de la respiracion provoca la
pérdida de los movimientos y sonidos respiratorios. Cambios facilmente detectables con

métodos tradicionales como la prueba de la pluma o la prueba del espejo (2).

Los cambios post mdrtem tempranos ocurren en las primeras 24 horas tras la muerte,
antes de la ruptura de tejidos blandos (2, 8). Se destacan tres cambios con relevancia

forense:



Algor mortis (2). Hace referencia al enfriamiento del cadaver hasta que se iguala
la temperatura del entorno. El enfriamiento inicial es lento, después se vuelve
lineal y, por dltimo, disminuye formando una curva sigmoidal cuando se
representa graficamente. La tasa de enfriamiento se ve influenciada por varios
factores como la temperatura corporal en el momento de la muerte y la
temperatura del entorno. Ademas, este proceso ocurrird mas rapido si el cadaver
esta en el agua, desnudo o tiene poca grasa.

Livor mortis (2). Cuando el sistema circulatorio deja de funcionar, la sangre
queda sometida a la fuerza de gravedad. Esto provoca una coloracion violacea en
la piel debido a la acumulacion de la sangre en las zonas inclinadas o pendientes,
conocido como livor mortis. En algunas ocasiones se puede observar débilmente
una hora después de la muerte. Sin embargo, lo usual es que sea evidente a partir
de las tres o cuatro horas tras la muerte, alcanzando su maxima intensidad entre
las 8 horas y se fijan las livideces a las 13 horas aproximadamente. Pasadas las 24
horas post mortem ya no se forman nuevas livideces.

En los casos de intoxicacion con mondxido de carbono o en refrigeraciones
prolongadas, las livideces pueden tener un color poco habitual. En muertes por
fallos cardiacos, las livideces pueden llegar a desarrollarse antes de la muerte.
Estas circunstancias se consideran factores modificadores ya que pueden llevar a
una estimacion del IPM errdnea (9).

Rigor mortis (2). Es un estado en el que el cuerpo se encoge totalmente debido a
la fuerte contraccién de los muasculos. Después de la muerte se agota el trifosfato
adenosina (ATP) y, posteriormente, se acumula el lactato en el tejido muscular.
Esto provoca la incapacidad para liberar el enlace actina-miosina. La rigidez
corporal se aprecia antes, durante la primera hora post mértem, en los musculos
mas pequefios como los faciales. En el resto de los musculos se observa a partir
de las 6 horas tras la muerte hasta las 12 horas post mdrtem, aproximadamente,
ya que después los masculos adquieren un estado flacido debido a la
descomposicion enzimatica de los sitios de union de actina y miosina. El rigor
mortis se ve afectado principalmente por la temperatura, un ambiente frio alarga
el proceso mientras que temperaturas elevadas lo aceleran ya que la putrefaccion

ocurre antes.



Por ultimo, los fendmenos cadavéricos tardios se pueden dividir en procesos destructores,

la descomposicion, y procesos conservadores (naturales o artificiales) (7).

En la descomposicion estan involucrados dos mecanismos: la autolisis y la putrefaccion
(10). La autolisis se define como la ruptura de los tejidos debido a la liberacion de las
enzimas celulares hidroliticas. Esto provoca la liberacion del contenido celular y con ello
se forma un entorno adecuado para la proliferacién de microbios, normalmente presentes
en la microbiota humana. Estos microorganismos degradan los tejidos circundantes,
proceso conocido como putrefaccion (11). Los cambios provocados por la autolisis solo
son visibles a nivel microscépico, mientras que las consecuencias de la putrefaccion se
pueden observar a nivel macroscdpico, como por ejemplo hinchazén corporal o

decoloracion de la piel (2).

La descomposicion se puede dividir en cinco etapas: fresca, hinchada, descomposicion
activa, descomposicion avanzada y etapa esquelética (2, 12).

La etapa fresca es el periodo inmediato posterior a la muerte, cuando ocurre la autolisis.
En esta fase se pueden observar los fendmenos citados anteriormente algor mortis, livor
mortis y rigor mortis. También se puede observar decoloracion cutinea debido a la

putrefaccion, visible a partir de las 18 horas post mértem (12).

En el proceso de putrefaccion se producen gases y otros compuestos que provocan la
hinchazdn del cadaver, conocida como fase hinchada del proceso de descomposicion. En
esta etapa también ocurre la formacidn de ampollas, el degloving (deslizamiento de la piel

en las extremidades). Estos cambios ocurren entre 24 y 48 horas post mortem (2).

En la etapa de descomposicion activa se acelera la putrefaccion. Se pueden observar
fendmenos como la salida de los fluidos corporales, el desprendimiento del cabello y la
piel rota con color negro. Mientras que en la descomposicion avanzada es una etapa en la

que los huesos comienzan a estar expuestos. En estas etapas aln resiste el cartilago (2).

La etapa esquelética se caracteriza porque la mayor parte de los huesos estan expuestos,
pero aun no se han descompuesto. El cartilago ha desaparecido casi por completo. La

descomposicion total de los restos dseos puede tardar afios o décadas (2, 13).
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Las diferentes etapas de la descomposicidn pueden ocurrir simultaneamente en diferentes
partes del mismo cadaver, y puede ser dificil para un patologo forense etiquetar el estado
del cadaver con una sola etapa (2).

En algunas ocasiones, después de la muerte, el cuerpo se puede conservar de forma
natural o artificial. Algunos de estos procesos de conservacion natural, como la
momificacion o la formacién de la adipocira, se han utilizado para la determinacion del
IPM (2).

Si el cadaver se encuentra en un ambiente calido y seco puede ocurrir la momificacion,
la desecacion del cadaver debido a la evaporacion del agua de sus tejidos. La piel del
cadaver se oscurece, se seca y tiene un aspecto correoso. Puede ocurrir en todo el cadaver
0 en algunas partes, normalmente en las extremidades. Por el contrario, la formacion de
la adipocira ocurre en ambientes himedos, como inmersiones en agua. La adipocira es
una sustancia organica, similar a la cera, formada por la hidrdlisis bacteriana anaerobia
de la grasa corporal (2). La formacion de la adipocira comienza después del mes post
mortem y, en ausencia de aire, puede persistir durante afios. En la ciencia forense, la
formacion de la adipocira se utiliza para la estimacién del IPM, pero es limitada debido a
que la velocidad del proceso depende de la temperatura, se acelera por el calor, pero las

temperaturas extremas la impiden (14).

1.3.2. Entomologia forense

La entomologia forense es la ciencia de colectar y analizar la evidencia de insectos para
ayudar en las investigaciones forenses, principalmente la determinacion del tiempo
minimo desde la muerte. Se realiza mediante la estimacion de la edad de los insectos o

analizando las especies de insectos que se encuentran sobre el cadaver (2, 15).
Los insectos pueden ser utiles para la estimacion del IPM durante un periodo extenso, al
contrario que los procesos naturales asociados a la descomposicion (rigor mortis, livor

mortis y algor morits), que se limitan a las primeras 72 horas (15).

Smith (16) propuso cuatro categorias de insectos que se pueden encontrar en los

cadaveres:

10



- Especies necréfagas que se alimentan de tejido muerto. Las moscas azules
(Calliphoridae) son los primeros insectos atraidos por un cadaver (15).

- Depredadores y parasitos de insectos y otros artrépodos.

- Especies omnivoras (avispas, hormigas y algunos escarabajos) que utilizan el
cadaver como fuente de alimento si esta disponible.

- Especies adventicias que son especificas del habitat de la escena del crimen y se

limitan a utilizar el caddver como una extensién de ese habitat.

Para estimar el IPM partir de patrones de sucesion, los entomologos forenses utilizan
principalmente los dos primeros grupos de insectos para llegar a un cadaver. Esta sucesion
de artropodos es predecible ya que cada estadio de la putrefaccion de un cadaver atrae
selectivamente a una especie determinada. Por ejemplo, las moscas azules prefieren
cadaveres frescos y dominan durante los primeros dias y semanas de descomposicion;
mientras que varios coledpteros, como los escarabajos, estdn adaptados para utilizar
alimentos secos como piel e incluso pelos y huesos y por ello tienden a ser atraidos hasta
las ultimas etapas de descomposicion (15). A continuacién, se muestra una tabla (Tabla

1) donde aparece la sucesion de artropodos en las diferentes etapas de descomposicion.

Tabla 1. Sucesion de artropodos en las diferentes fases de descomposicion (tiempo expresado en dias) (17).

ESTADOS DE DESCOMPOSICION

Orden/Familia | 1|2 |3|4|5|6|7|8|9|10 |11 |12 |13 | 14| 15| 20| 30| 40 | 50 | 60 | 80 | 100 | 150

365

Diptera

Calliphoridae

Sarcophagidae

Muscidae

Piophilidae

Fanniidae

Hymenoptera

Vespidae

Formicidae

Coleoptera

Staphylinidae

Dermestidae

Histeridae

Scarabaeidae

Tenebrionidae

Cleridae

Silphidae

Dermaptera

Collembola

Blattaria
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La entomologia forense también puede estudiar la edad de los insectos presentes en el
cadaver para estimar el IPM. Tarone et al. (18) investigo el patron de expresion de tres
genes mediante el anlisis de huevos de L. sericata y pudo hacer predicciones sobre su

edad debido a las tasas de expresion alteradas.

El estudio de los insectos puede ser Gtil durante un periodo mucho mas prolongado pero
la entomologia forense también tiene sus inconvenientes. En entomologia forense la
determinacion del IPM es en realidad la determinacion de la actividad de los artropodos,
mas que la determinacion del tiempo en si. Asi es posible que en determinados casos que
la data dada por el entomdlogo no coincida con la data proporcionada por el médico
forense; esto puede ocurrir, bien porque los insectos no hayan colonizado el cadaver en
los primeros dias después de producirse la muerte o por ejemplo en los casos de abandono
y malos tratos en nifios y ancianos pueden existir heridas y lesiones que por su falta de
higiene sean colonizadas por los insectos antes de producirse la muerte de la persona. Asi
pues, para una correcta estimacion del IPM mediante la entomologia hay que tener en

cuenta que cada caso es unico y diferente de los demas (15, 17).

Otro inconveniente en la entomologia forense es el calor generado por las decenas de
miles de larvas que se alimentan de un cadaver, ya que este calor influye sobre su propio
crecimiento. Por lo tanto, el uso de estudios de desarrollo y sucesién de insectos en los
tribunales puede proporcionar una estimacion confiable del tiempo minimo desde la

muerte, pero necesita un respaldo estadistico riguroso (15, 17).

1.4.Bioquimica post mdértem como técnica en desarrollo
En los altimos afios se ha observado un aumento de la investigacion sobre los marcadores
bioquimicos post mdrtem (MBP) para la determinacién del IPM y se han desarrollado
técnicas para ello. Estos “nuevos” métodos presentan ventajas sobre las pruebas clésicas
como su simple metodologia o la elevada precisién de las técnicas (6, 19). Por lo tanto,
la bioguimica post moértem puede considerarse novel en el ambito de la determinacion del
IPMy, para un correcto uso, es vital conocer y comprender los cambios bioquimicos post

mortem.
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1.5.Importancia forense del IPM
Como ya se ha comentado, el IPM es una herramienta esencial en las investigaciones
forenses ya que proporciona un tiempo estimado desde la muerte y es fundamental en los
casos judiciales ya que puede ser relevante a la hora de incriminar o absolver a un

sospechoso (2).

La estimacion del IPM no debe basarse Gnicamente en un cambio post mértem, sino que
los cambios post mortem deben evaluarse de forma conjunta a la hora de realizar

conclusiones sobre el tiempo transcurrido tras la muerte (2).

Otro factor relevante es el médico forense ya que no debe confundir los cambios post
mortem que puedan observarse a simple vista, con signos de violencia fisica. Opiniones
incorrectas 0 una mala interpretacion pueden modificar la investigacion hacia una
direccion errénea, que incluso pueden terminar en un error judicial (2). Por este motivo,
actualmente se estan realizando multiples estudios con el fin de eliminar la subjetividad
en la determinacion del IPM, entre los que se encuentra el uso de la bioquimica post

mortem.

2. OBJETIVO

El objetivo principal de esta revision bibliogréafica es la recopilacion de informacion sobre
el uso de la bioquimica post mdrtem para estimar el IPM. Ademas, al tratarse de una
aplicacion relativamente novedosa y poco habitual, se pretende analizar su potencial,

tanto sus ventajas como inconvenientes, y valorar las diferentes metodologias utilizadas.

3. METODOLOGIA DE BUSQUEDA
La literatura se recolecto realizando una busqueda en PubMed y Google académico. La
mayor parte de la busqueda se realizd en inglés, palabras clave como “estimation
postmortem interval” y algunos términos como: “postmortem biochemistry” Yy

“tanatochemistry”.
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Se incluyeron todos aquellos articulos de fuentes fiables que estuviesen relacionados con
la estimacion del IPM. Se excluyeron aquellas fuentes que no estaban relacionadas con el
tema a tratar o no se consideraron atractivas a nivel cientifico. Todos estos documentos
se encuentran numerados en la bibliografia de este trabajo y estdn ordenados por orden

de aparicién en el mismo.

Como criterio de busqueda se tuvo en cuenta que la fecha de publicacion de los articulos
consultados no excediera los 10 afios. Con ello se intenta que la informacion recolectada
sea lo mas actual posible, conociendo asi las técnicas y procedimientos que se usan hoy
en dia. Cabe destacar que este criterio no se ha aplicado sobre alguna informaciéon de la

introduccién, como es el caso de los inicios de la bioquimica forense.

4. ESTUDIOS BIOQUIMICOS FORENSES PARA LA
ESTIMACION DEL IPM

4.1.Cambios bioguimicos post mértem
Los cambios bioquimicos post moértem son principalmente provocados por la
descomposicion y desnaturalizacién de los tejidos, 6rganos y fluidos corporales humanos,
por el cual las biomoléculas se van degradando. Estos cambios comienzan

inmediatamente después de la muerte y se prolongan durante un periodo de tiempo (2).

El inicio y duracion de estos cambios varia segun factores intrinsecos y extrinsecos. Entre
los factores intrinsecos se encuentran la masa corporal del fallecido y el area de superficie
del cuerpo. Caracteristicas como la ropa, aislamiento del cuerpo, el entorno de la escena
o el almacenamiento del cuerpo son considerados factores extrinsecos que afectan a los
cambios post mértem (2). Por ejemplo, la criopreservacion de los cuerpos favorece una
extensa ruptura y hemolisis de las células sanguineas, limitando el uso de las pruebas

bioquimicas post mortem (20).
Estos factores modifican el momento del inicio y la duracion de los cambios post mortem,

acelerando o desacelerando dichos procesos. Por ejemplo, un elevado contenido en grasa

corporal o heridas abiertas son factores que aceleran los cambios post mértem, mientras
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que condiciones ambientales frias, cuerpos desnudos o almacenamiento de los cadaveres

en frio desaceleran (2).

Por lo tanto, los cambios bioquimicos post mortem provocan que los valores de deteccion
de muchos metabolitos difieran de los valores pre moértem o clinicos. Estos valores no
solo varian pre y post mértem, sino que, ademas, también son diferentes seglin su
distribucion y segun la muestra (15, 19). A estos metabolitos que varian su concentracion
tras la muerte se les denomina marcadores bioquimicos post mortem (MBP) y son

utilizados para el estudio de la causa de muerte y la estimacion del IPM.

Los MBP maés utilizados para el estudio de la causa de muerte son la glucosa, la urea, la
creatinina, cuerpos ceténicos y la troponina T cardiaca (6, 19, 21-23). Sin embargo, para
la estimacion del IPM principalmente se estudian los electrolitos y la hipoxantina, aunque
es cierto que otros metabolitos también se han evaluado con este fin sin llegar a
conclusiones claras (5, 24, 25, 26). A continuacién, se muestra una tabla (Tabla 2)
resumen que relaciona los MBP vy los fluidos donde han sido analizados, con el fin de

estimar el IPM.

Tabla 2. Marcadores bioquimicos post mértem (MBP) y fluidos bioldgicos utilizados para su analisis.

Humor vitreo LS LCR Sangre
Potasio (K*) X X X
Hipoxantina (HXx) X
Sodio (Na*) X X X
Cloruro (CI) X
Calcio (Ca?*) X X
Magnesio (Mg?*) X X
Glucosa X X X
Creatinina X X X
Urea X X X
3-p-Hidroxibutirato X
Triptasa X
Mioglobulina X
Troponina T cardiaca X
Creatina quinasa X
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4.2.Muestras de eleccion
Originalmente, se utilizada la sangre como principal fluido biologico a partir del cual se
estudiaba la causa de muerte y el intervalo post mértem. Sin embargo, la sangre no es la
mejor muestra para analiticas bioquimicas post mértem ya que los cambios post mortem
afectan en los resultados e imposibilitan la evaluacion de los datos. Esto se debe al
aumento de permeabilidad de las membranas celulares para pequefias moléculas
inmediatamente después de la muerte. Ademas, la sangre estd muy expuesta a la autolisis

y la putrefaccion (27).

Para vencer los inconvenientes que planteaban los estudios sanguineos, se paso a la
investigacion de otros liquidos y fluidos corporales que se encuentran en cavidades
cerradas, aislados y bien protegidos por lo que su contaminacién es menor y los cambios
de putrefaccidn ocurren mas lentamente, ampliando el periodo que puede utilizarse para

estimar el intervalo post mortem (1).

El principal fluido biolégico utilizado en bioquimica forense para la estimacién del IPM
ha sido el humor vitreo. EI humor vitreo es un liquido gelatinoso y transparente cuya
funcion principal consiste en rellenar el espacio comprendido entre la superficie interna
de la retina y la cara posterior del cristalino, manteniendo asi la forma del globo ocular.

Los componentes mayoritarios de este fluido son el colageno y el &cido hialuronico (28).

Gracias a la localizacion aislada del humor vitreo, sus condiciones fisicas y quimicas son
muy estables y, ademas, este aislamiento previene que microorganismos accedan a esta
matriz. Otra ventaja de esta muestra es que debido a que se encuentra en un
compartimiento periférico, hay un retraso tanto en la captacion de drogas y alcohol, como
en el proceso de eliminacién de estos. Sin embargo, el analisis del humor vitreo puede
conllevar algunos inconvenientes como una baja repetitividad debido a su elevada
viscosidad (28). A pesar de ello, se ha llegado a usar para la estimacion de la data de la
muerte basandose en la concentracidn de potasio (1, 28, 29), el diagndstico de la causa de

muerte por hiperglucemia (30, 31) o la presencia de alcohol y otras drogas (28).

El liquido sinovial (LS) es un fluido viscoso, claro y amarillento que funciona como
lubricante bioldgico de las articulaciones. El LS se produce como filtrado de la sangre y,

por lo tanto, su composicion es similar a la del plasma. Sin embargo, la membrana
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sinovial actia como membrana selectiva de tamafio y las moléculas de elevado peso

molecular no pueden acceder a este fluido (32).

El liquido cefalorraquideo (LCR) es un fluido transparente que se encuentra en el cerebro
y la médula espinal. Sus principales funciones son la proteccion del sistema nervioso y la
eliminacién de productos de desecho. Se estima que su gradiente de concentracion
después de la pérdida de selectividad de la membrana es entre 15-20 horas, menor que la
del humor vitreo (120 horas), pero mayor que el de la sangre, pocas horas post mortem
(33).

Ambos fluidos, tanto el LS como LCR, son muestras altamente conservadas, aunque el
LS posee alguna ventaja. La toma de muestra del LS mediante aspiracion es mucho mas
sencilla frente al LCR o la sangre (32). Hasta la actualidad, ambos fluidos se han utilizado
para la determinacion de la causa de muerte y la estimacion del IPM (27, 34, 35) mediante
el andlisis de electrolitos como el sodio (Na™) o el potasio (K*). Cabe destacar que Swain
et al. (33) declararon que el uso LCR disminuye la precision si se compara con el uso del

humor vitreo ya que tiene una correlacion mas baja.

4.3.Electrolitos como indicadores del IPM
Los principales electrolitos evaluados para la estimacion del IPM son el potasio (K*), el
sodio (Na®) y el cloruro (CI), aunque se han evaluado otros como el calcio (Ca?*). Se han
evaluado en distintos fluidos biolégicos, como el humor vitreo, liquido sinovial o liquido
cefalorraquideo, aungue la concentracion de potasio en el humor vitreo ha demostrado

ser el mejor pardmetro para estimar el intervalo post moértem (5).

Los niveles de electrolitos cambian tras la muerte ya que, en condiciones de hipoxia, cede
la sintesis de ATP y comienza la glucdlisis anaerobia. Esto provoca la inhibicion de
transporte activo de la membrana y la pérdida de permeabilidad selectiva a través de ella.
En este momento comienza la difusion de iones y otros pardmetros en funcion de sus
gradientes de concentracion. Ademas, las concentraciones analiticas se ven influenciadas
por otros cambios post mdrtem como la hemoconcentracion, difusion del liquido

intracelular, extracelular, etc. (1, 21).
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En 1993, Coe (23) fue el primero en describir los estudios de electrolitos vitreos (Na™,
K*, CI, Ca?*, Mg?"), glucosa y nitrgeno ureico con el fin de determinar la causa de
muerte. Sucediendo a Coe, muchos otros autores se han interesado por la quimica forense
aportando nuevos puntos de vista, sugerencias y soluciones para mejorar la precision del
muestreo, la eleccién de la técnica analitica y la precision de la medicién. Entre ellos, K,
Na*, CI" son los electrolitos mas utilizados para el estudio del IPM. Sin embargo, debe
tenerse en cuenta que la deshidratacion elevada o el ahogamiento pueden interferir en las
concentraciones de estos indicadores y, por lo tanto, realizar una mala interpretacion del
IPM. Ademas, sin importar el tipo de indicador bioquimico, generalmente solo es
aplicable al estudio del momento de la muerte en la etapa temprana, es decir, dentro de

las primeras 48 horas posteriores a la muerte (36).

El potasio es el componente méas utilizado en la bioquimica post mortem. La
concentracion intracelular de potasio es 2-40 veces mayor a la concentracion de potasio
en el plasma. Es por ello por lo que después de la muerte, el potasio se desplaza a través
de la membrana hacia el espacio extracelular para acercarse al equilibrio (1). Rognhum et
al (37) encontraron que la concentracion de potasio en la sangre en un momento muy
temprano tras la muerte (0 horas) era de 5,8 mmol/L, y cuando el cadaver estaba a una
temperatura ambiente de 5°C, 10°C, 15°C, y 23°C, el aumento por hora de la
concentracion de K+ en sangre fue de 0,17, 0,20, 0,25 y 0,3 mmol/L, respectivamente.
Sturner (38) afirmo que, entre la concentracion de potasio en el humor vitreo y el IPM,
existia una relacion lineal creciente y se propuso la ecuacion de la recta. Posteriormente,
otros investigadores han propuesto diferentes formulas, entre ellas destaca la citada por
Madea et al. (39) ya que mejoraron la ecuacion de Stuner al contemplar en ella el error
de interferencia del IPM dentro de las primeras 100 horas tras la muerte + 20 h.
Recientemente, Rognum et al. (40) propusieron que el cambio de la concentracion de K*
vitrea no solo estaba positivamente correlacionada con el IPM, sino también con la
temperatura ambiente y concluyeron una nueva férmula para calcular el IPM en relacion
con la concentracién de K* del humor vitreo y la temperatura ambiente. El calculo mas
famoso para la estimacion del intervalo post mértem es el recomendado por Sturner,
donde: IPM (horas) = 7,14 x [K"] (mEg/L) — 39,1 (41).

Algunos estudios sugieren la combinacion de potasio e hipoxantina vitreos para la

estimacion del IPM (25, 40, 42) aunque esta propuesta ha sido cuestionada por otros
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autores (43). La hipoxantina (Hx) es la primera base producida en la via de sintesis de
novo de las purinas (44). Se ha utilizado principalmente para la estimaciéon del IPM
prolongado ya que los procesos de degradacién del ADN pueden conducir a la liberacion

de las purinas libres en la forma de adenina, guanina e hipoxantina (43, 44).

En el estudio de James et al. (42) se sugiere que, al combinar las dos variables (potasio
vitreo e hipoxantina), la precision de las estimaciones de los IPM mejoraria en
comparacion a determinaciones basadas tan solo en potasio o tan sélo en hipoxantina.
Proponiendo las siguientes ecuaciones para la determinacion del IPM en base al potasio
y a la hipoxantina, respectivamente: IPM (horas) = 4,32 - [K*] — 18,35; IPM (horas) =
0,31[Hx] + 0,05.

Recientemente, Rognum TO et al. (40) han aplicado un analisis de regresion lineal para
modelar la correlacion entre la temperatura y las concentraciones de K™ y Hx. Para ello,
toman el tiempo desde la muerte como variable dependiente y las concentraciones de Hx
vitreas, la temperatura y el producto de ambos factores como variables independientes;
realizando el mismo analisis para el K*. Como resultados obtuvieron que las curvas de
error estandar no son lineales, con el error estandar méas bajo para los valores de Hx

alrededor de 150 umol/L y los valores de K™ alrededor de 12 mmol/L.

Varios estudios (1, 27, 22) han valorado la posibilidad de determinar el IPM a partir de la
concentracion de potasio (K*) en el liquido sinovial. El aumento de potasio en el liquido
sinovial puede atribuirse probablemente a la autolisis de la membrana celular de la
sinovia. El potasio sinovial tiene una buena correlacion con el intervalo de muerte, cuya

concentracion es similar a la del potasio en el humor vitreo.

Se ha demostrado (21-23) que las concentraciones de Na® en sangre comienzan a
disminuir ligeramente en el periodo post mértem inmediato, con una disminucion horaria
de 0,9 mmol/L. Comparando las concentraciones de Na* en el liquido cefalorraquideo y
en la sangre con las concentraciones de Na* en el liquido vitreo, estas Ultimas son

relativamente mas estables en el periodo post mértem temprano.

La concentracién del ion cloruro (CI°) varia de manera similar a la concentracion del ion

de sodio, la tasa de disminucion de CI™ en sangre fue de 0,97 mmol/L por hora (22, 23).
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Las concentraciones de Ca?* post mortem son mas estables en la etapa temprana tras la
muerte y aumentan ligeramente con el paso del tiempo. Se debe tener en cuenta que estos
datos pueden variar si la causa de muerte ha sido una enfermedad cardiaca o asfixia (23,
45).

Algunos estudios (46, 47) informaron de que las concentraciones de Mg?* en la sangre de
cadaveres se correlacionaban con el IPM. Sin embargo, la concentracion de Mg®* en la
sangre de los individuos varia mucho en funcion de la edad y el sexo, lo que a su vez
afecta a la precision de estimacion del IPM. Ademas, el contenido de Mg?* en el tejido
muscular es mayor que en la sangre, y ciertas lesiones (por ejemplo, infarto de miocardio,
lesion del masculo esquelético, etc.) también pueden provocar un aumento de las

concentraciones de Mg?* en la sangre (23, 45).

4.4.Macromoléculas como indicadores del IPM: acidos nucleicos y proteinas
Recientemente se estan investigando otras ramas cientificas y técnicas para estimar un
IPM reciente, establecer la causa de muerte y, méas recientemente, relacionar proteinas
con el IPM. En 2014, Li et al. (48) estudiaron la estimacién del IPM a partir del RNA, en
concreto 18S RNA y microRNA. En este estudio, se extrajeron tejidos cardiacos de ratas
adultas a varios intervalos post mortem y se cuantifico el ARN total mediante PCR
cuantitativa en tiempo real. Se han conseguido 8 resultados favorables en humanos. En
primer lugar, se utiliz el microRNA como una referencia endogena y, después, se llevo

a cabo un PCR cuantitativa a tiempo real del 18S RNA para relacionar los Ct con el IPM.

En 2018, Procopio et al. (49) realizaron un estudio protedmico para evaluar la
descomposicion de las proteinas tras la muerte. En general, la mayoria de los cambios del
proteoma en los huesos ocurrieron dentro de los primeros cuatro meses post mértem.
Algunas proteinas plasmaticas, incluidas la hemoglobina A y B, la transferrina y la
lactoferrina, y una proteina metabdlica (triosafosfato isomerasa), se descomponen
rapidamente entre uno y cuatro meses de IPM, mientras que otras proteinas musculares
(miosina tipo 2 y 6, beta-enolasa, creatina quinasa tipo M y haptoglobina) disminuyeron
lentamente entre uno y dos meses de IPM, pero aumentaron la velocidad de
descomposicion entre dos y cuatro meses. Ademas, encontraron una correlacién

estadisticamente significativa entre el aumento de las desaminaciones de asparagina en la
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proteina biblycan y el aumento del IPM, presentandolo como un posible nuevo método
de estudio del IPM.

Prieto-Bonete et al. (50) continuaron la linea de investigacion de Porcopio et al.,
utilizando técnicas proteémicas en muestras forenses de huesos para la estimacion del
IPM tardio, entre los 5 y 20 afios post mortem. Excluyendo a las proteinas circulantes, se
analizaron 48 proteinas (29 estructurales y 19 funcionales). Del total, solamente 29
pudieron identificarse en el grupo de las muestras mas antiguas, (mas de 12 afos).
Mediante un analisis de correspondencia multiple (MCA) se consiguid separar en dos
grupos el conjunto de proteinas: I) proteinas relacionadas con los casos post mértem entre
5-12 afios y 1) proteinas relacionadas con los casos post mértem entre 13-20 afios.

En 2021, Abd Elazeem et al. (51) establecieron que la troponina C cardiaca (cTnC) y el
producto de activacién del complemento C5b-9 pueden utilizarse, por separado o en
combinacién, como marcadores para la determinacion del IPM, aunque en nivel mas alto
de precision para la estimacion del IPM se obtuvo al usar una combinacion de ambos
marcadores en el mismo analisis de regresion. Abd Elazeem et al. analizaron estos
marcadores mediante técnica inmunohistoquimica en heridas de arma blanca y heridas
por arma de fuego en el corazén. Los resultados del presente estudio mostraron varios
cambios autoliticos en el miocardio que aparecieron levemente durante las primeras 24
horas tras la muerte en todos los grupos (control, herida por arma de fuego y herida por
arma blanca) y que aumentaron con el aumento del periodo post mortem. Se sugiere que
C5b-9 se puede usar como marcador debido a que forma parte de la cascada del
complemento, activada tras una infeccion, y su funcién es detectar pequefias areas de
necrosis. Con respecto al aumento dependiente del tiempo en la expresién de cTnC, se
explica por el hecho de que la liberacion de cTnC es proporcional a la extension del dafio
celular irreversible. Sin embargo, Zhu et al. (52) sugirieron que las elevaciones post

mortem en los niveles de cTnC pueden ser dependientes de la causa de muerte.
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5. INCONVENIENTES DE LA BIOQUIMICA POST MORTEM

Aunque las pruebas bioquimicas post mdrtem pueden ayudar en varios aspectos de la
autopsia (estimacion del IPM, estudio de la causa de muerte o comprender el estado de

salud pre mértem), aun existen algunas desventajas en la aplicacion de estas técnicas.

- Falta de valores de referencia normales post mortem
Debido a la reciente aparicion de la bioquimica post mdrtem, no existen bases de datos
con suficiente informacion ya que no se han llevado a cabo suficientes estudios sobre los
valores de los indicadores bioquimicos post mértem. Ademas, para conseguir estos

valores de referencia se necesitan estudios de gran tamafio de muestra de poblacién (4).

- Hemolisis de cadaveres despueés de la criopreservacion
Si los cadaveres se han conservado mediante congelacién esto puede afectar a los valores
bioguimicos post mortem. La crioconservacion puede dar lugar a una extensa ruptura y
hemolisis de las células sanguineas, limitando el uso de las pruebas bioguimicas post

mortem (32).

Para resolver el inconveniente de la criopreservacion, se han identificado algunos
biomarcadores que podrian valorarse si antes se somete la muestra hemolizada a un
proceso de pretratamiento, como la dilucién o la ultrafiltracion. Como alternativa,
también se podria estudiar los marcadores en otros fluidos, como el humor vitreo o el
liquido pericardico entre otros. Estas alternativas a la sangre son ventajosas ya que se

encuentran en cavidades cerradas y se ven menos afectados por la hemdlisis (53).

- Incongruencia en la forma de extraer el material de prueba
Las concentraciones de ciertos analitos no son las mismas en todos los compartimentos
del organismo, por ejemplo, existen diferencias si estudiamos la concentracion de ciertos
analitos en diferentes tipos de fluidos; e incluso también difieren los valores de las
concentraciones entre la sangre del ventriculo izquierdo, ventriculo derecho y sangre
periférica. Es por ello, que en la autopsia se deberia recolectar muestras de tantos sitios

como sea posible (6).
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6. CONCLUSIONES

La estimacion del IPM no puede proporcionarse como un dato exacto, sino que se trata
de una estimacién de un intervalo de tiempo. Para una correcta evaluacion del IPM se
deben considerar todos los cambios post mértem observados de forma conjunta y nunca

basar el resultado en un Unico cambio.

Tradicionalmente, la metodologia para su estimacion se basa en variables fisicas y suelen
ser métodos toscos y no repetibles. Por ejemplo, las fases naturales de descomposicién
(algor mortis, livor mortis y rigor mortis) pueden ser procesos reciprocos, resultando poco
precisos a la hora de estimar la data de la muerte. Ademas, existen muchos factores

intrinsecos y extrinsecos que afectan al estudio IPM.

A raiz del desarrollo tecnoldgico se han propuesto métodos quimicos y bioquimicos para
estimar el PMI, aunque sigue siendo un campo de investigacién en crecimiento. Estas
ciencias se basan en el estudio de los MBP en diversos fluidos bioldgicos corporales. Tras
todos los estudios realizados sobre los MBP, queda claro que la medicion del potasio en
el humor vitreo se consolida como mejor método para la estimacion del IPM, estando en
uso actualmente como técnica complementaria. Igualmente, es necesario integrar en
dicho modelo ciertas variables para obtener resultados con un estrecho margen de error,

como la temperatura ambiente, temperatura rectal o el peso del cadaver.

En los ultimos afios se han explorado otros &mbitos de la bioquimica para encontrar un
método mas preciso para la estimacion del IPM. Se han realizado varios estudios
protedbmicos con el fin de encontrar una relacion entre la descomposicion de ciertas
proteinas y el intervalo post mértem. También se ha relacionado el aumento de la

expresion de C5b-9 y ¢TnC en el miocardio lesionado con el IPM.

A pesar de los numerosos métodos descritos en esta revision bibliogréafica, la estimacién
del IPM sigue en estudio debido a la falta de un método validado que se suponga preciso
y universal. La bioquimica post mértem se presenta como una potente disciplina para la
estimacion del IPM, aunque es necesaria una mayor investigacion con mayor nimero de

muestras, mayor rango de intervalos y en diversas condiciones ambientales. Ademas, es
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necesario realizar méas estudios no solo para verificar los nuevos métodos, sino también

para establecer valores de referencia.
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