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Resumen

Introduccion: Este articulo evalua el valor del acetato como marcador del consumo de etanol en muestras postmor-
tem.

Material y métodos: Se analizd la concentracion y distribucion de etanol y acetato en diversos fluidos (sangre pe-
riférica, humor vitreo, liquido pericérdico y orina) y tejidos (cerebro, pulmones, higado y rifiones) en 98 cadaveres
procedentes de autopsias judiciales.

Resultados: La presencia de etanol fue la variable mas significativa en relacién al aumento de los niveles de acetato
en la mayoria de las muestras (p<0.0001), excepto en orina y cerebro. Ademas, la presencia de drogas de abu-
so reflejé un aumento especialmente significativo de los niveles de acetato en los pulmones y liquido pericardico
(p<0.0001).

Conclusiones: Las altas concentraciones de acetato en sangre y en higado, y especialmente la ratio acetato en cere-
bro/ acetato en sangre <2 y acetato en rifidn/ acetato en sangre <2.5, fueron caracteristicas del consumo de etanol.

Abstract

Introduction: This paper assesses the value of acetate as a marker of ethanol consumption in post-mortem samples.
Materials and methods: Ethanol and acetate concentration and distribution in several fluids (peripheral blood, vi-
treous humour, pericardial fluid and urine) and tissues (brain, lungs, liver and kidneys) were studied in 98 cadavers
from routine medico-legal autopsies.

Results: Presence of ethanol was the most significant variable related to the increase in acetate levels in most speci-
mens (p<0.0001), except for urine and brain. Furthermore, presence of drugs of abuse showed a particularly signifi-
cant increase of acetate levels in lungs and pericardial fluid (p< 0.0001).

Conclusions: These preliminary results showed that high concentrations of acetate in blood and liver, but particularly
Brain Acetate/Blood Acetate ratios < 2 and Kidney Acetate/Blood Acetate ratios < 2.5, were characteristic of ethanol
consumption.

INTRODUCCION

El andlisis para la determinacion de etanol es seguramen-
te el mas solicitado en el laboratorio de toxicologia forense. La
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diafragma, aspiracion de vomito, y sobre todo la posible redistribu-
cion y formacidn enddgena de etanol postmortem (1, 2).

determinacion de etanol mediante cromatografia de gases es
técnicamente bastante sencilla, aunque por desgracia la interpre-
tacién de los resultados puede entrafiar serias dificultades espe-
cialmente en muestras postmortem.

Entre las circunstancias a considerar se encuentran la dificul-
tad de conocer si el tdxico esta en una fase pre o postabsortiva, el
lugar de toma de la muestra, posibles traumas sobre estémago o

Recientemente se han estudiado algunos marcadores del
consumo de etanol, que pueden ayudar en la interpretacién del
mismo en muestras postmortem. Se considera que la Transferri-
na Deficiente en Carbohidratos (CDT) es util como marcador del
consumo crénico de etanol en muestras postmortem (3) pero sin
embargo no es util para demostrar el consumo antemortem. El
Etil glucurénido (EtG) si constituye una herramienta eficaz para
detectar la ingesta de alcohol antemortem (4).
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El acetato, ademas de ser el segundo metabolito resultante
de la oxidacidn del etanol por la alcohol deshidrogenasa (EC 1.1.1.1)
y la acetaldehido deshidrogenasa (EC 1.2.1.3), es un elemento de
gran ubicuidad en el organismo como producto final e intermedio
de otras reacciones de fermentacién y oxidacion. Durante la oxida-
cion del etanol, los niveles de acetato en sangre son mas elevados en
alcohdlicos que en bebedores ocasionales (5, 6) por ello, se propuso
como marcador del consumo excesivo de alcohol en 1985 (7).

Aunque este marcador apenas ha sido estudiado, nosotros
decidimos continuar esa linea de investigacion, realizando previa-
mente estudios experimentales en ratas (8) y humanos (9), y asi
poder aclarar el papel del acetato, su farmacocinética y distribu-
cion normal. En una segunda fase, nuestro Grupo de Investigacién
decidioé estudiar el comportamiento postmortem del acetato en
ratas (acetato enddgeno y procedente del etanol) (resultados no
publicados), y se demostrd una tendencia al aumento de los nive-
les de acetato con el intervalo postmortem tras la administracion
de etanol, en todos los tejidos estudiados, excepto en cerebro.

En el presente trabajo, hemos estudiado la concentracion
y distribucidn de etanol y acetato en diferentes fluidos y tejidos
de cadavéricos, para aclarar el papel del acetato como marcador
de consumo de etanol y determinar si puede ayudar en la inter-
pretacion de los niveles de etanol en muestras de autopsia, es-
pecialmente en casos dificiles. Ademas, se han considerado las
modificaciones en la concentracién o distribucién del acetato re-
lacionadas con la causa de la muerte, el consumo de etanol, edad,
sexo, intervalo postmortem y consumo de drogas de abuso.

MATERIAL Y METODOS

Se trata de un estudio observacional. La muestra consistié
en 98 caddveres procedentes de autopsias judiciales, realizadas
en los Institutos de Medicina Legal de Granada y Cérdoba (26 mu-
jeres y 72 hombres), de los cuales no todos habian consumido
alcohol antes de morir. Se seleccionaron casos consecutivos, sal-
vo aquellos con intervalo postmortem (IPM) de mas de 48 horas.
El rango de edad era de 16 a 94 afos (media= 55.6). El IPM fue
calculado en la mayoria de los casos mediante testigos del falleci-
miento o certificado de defuncidn y confirmado con el estado de
los fendmenos cadavéricos durante la autopsia.

En cada caso, se recogieron muestras de diferentes fluidos
(sangre periférica de vena femoral, humor vitreo, liquido pericar-
dico y orina) y tejidos (cerebro, pulmones, higado y rifiones). La
sangre se recogio en tubos de plastico con fluoruro sddico al 1%
como anticoagulante, mientras que para el resto de muestras se uti-
lizaron contenedores de plastico sin ninglin conservante. En el caso
de los tejidos, se tomd una porcidn de I6bulo frontal del cerebro, de
la regidn anterosuperior del l6bulo derecho del higado, de la zona
superior del rifién derecho y de la zona anterior del I6bulo superior
del pulmdn derecho, de aproximadamente 4 x 4 x 2 cm. Todas las
muestras se almacenaron refrigeradas a 42C si los analisis se reali-
zaban en 3 dias, o congeladas a -202C si se retrasaban mas tiempo.

Los analisis de etanol y acetato se realizaron mediante
cromatografia de gases con espacio de cabeza usando el
cromatografo de gases Perkin-Elmer Sigma 300 con Detector
de lonizacion de Llama y columna Carbowax® 15% 2 m x 1/8”
1500 Chrom W (80-100 mesh) de SUPELCO. Los tejidos se
homogeneizaron previamente en agua destilada (1/3, w/v). El
analisis del etanol se llevé a cabo mediante un procedimiento de
rutina en nuestro laboratorio, utilizando n-propanol al 0.5% como
estandar interno. Las temperaturas del inyector, de la columna y
del detector eran de 200, 100 y 2509C, respectivamente.

La determinacién de acetato se realizd segin el método
descrito por GILES et al. (10), mediante el cual el acetato se
convierte a metilacetato ainadiéndole 0.2 ml de metanol y 0.05
ml de acido sulfurico a los estandar o a las muestras, y usando
n-butanol al 2% como estandar interno. Las muestras se calentaron
a 602C durante 30 minutos. Las temperaturas del inyector, columna
y detector fueron de 100, 75 y 2509C, respectivamente.

La precision de las técnicas fue del 1.16% para el etanol y
oscild en un rango de 1.57 al 7.93% para el acetato, dependiendo de
la muestra (1.57% orina, 2.41% higado, 2.6% rifiones, 2.73% liquido
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pericardico, 2.9% pulmones, 4.6% humor vitreo, 6.69% cerebro y
7.93% sangre).

Ademas se realizaron mediciones adicionales de potasio en
humor vitreo mediante Espectrofotometria de Absorcion Atémica (11)
y de drogas de abuso en orina mediante EMIT (12).

Se realizaron analisis estadisticos mediante regresion lineal
multiple ANOVA plus para determinar la influencia de cada uno de los
factores estudiados (causa de la muerte, presencia de etanol, edad,
sexo, intervalo postmortem y presencia de drogas de abuso en orina)
en la concentracion o distribucién de acetato.

RESULTADOS

La presencia de etanol (n= 22) era la variable mas significativa
relacionada con el aumento de acetato en la mayoria de las muestras
(p<0.0001), excepto en orina y cerebro (Figura 1).
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Figura 1. Concentraciones de acetato (mVl) en presencia o ausencia de etanol.

Elintervalo postmortem tendid a incrementar la concentracion
de acetato en la mayoria de las muestras, aunque con los test de
regresion lineal multiple no se observaron diferencias estadistica-
mente significativas. En algunos fluidos el incremento en los valores
obtenidos estuvieron cerca de ser significativos: liquido pericardico
(r=0.46; p=0.09), sangre (r=0.44; p=0.13) y orina (r= 0.40; p= 0.11).
No se observaron diferencias en las concentraciones de acetato en
relacion al sexo y la edad.

Se consideraron diferentes causas de muerte, agrupadas en
los siguientes grupos: Asfixias (n= 11; 11.2%), Intoxicaciones (n= 17;
17.3%), de origen Cardiaco (n= 24; 24.5%), Traumdticas (n=24; 24.5%)
y Miscelanea (n=22; 22.4%). Clasificamos una muerte dentro del gru-
po de las intoxicaciones cuando pensabamos que las sustancias toxicas
eran la causa de la muerte (ver Tabla 1).

3 |10(15|29|36|40|42|44|46(59|68(71|79|83|86|93|98

Etanol X X X|X X|X X X|X|X

Pesticidas
Organofosforados

CIK X

CNH X

Heroina X X | X X X X

Metadona X X X

Anfetaminas

Cannabis

Benzodiazepinas X | X|X|X

Cocaina X|x

Tabla 1. Grupo de muertes por intoxicacion (n=17). Incluye dos casos
de intoxicacion por etanol (los caddveres 42 y 98, con concentraciones
de alcohol de 2.88 y 3.54 g/l en sangre, respectivamente)

Distribucion postmortem del acetato y etanol en caddveres humanos tras el
consumo de etanol y drogas de abuso
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Las estadisticas demostraron que hubo diferencias
significativas entre las muertes por intoxicacion y otras causas
de muerte, con concentraciones de acetato mas elevadas en las
primeras en todas las muestras excepto en cerebro (Figura 2).
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INTOXICACIONES  CARDIACAS ASFICTICAS TRAUMATICAS MISCELANEA

L. PERICARDICO: Fexp=8.86; p<0.0001 HIGADO: Fexp=3.58; p<0.01
PULMON: Fexp=6.93; p=0.0001 SANGRE: Fexp=8.36; p<0.0001
CEREBRO: Fexp=3.16; p>0.02

Figura 2. Concentraciones de acetato (mM/L) segun diferentes
causas de muerte.

La presencia de drogas de abuso en orina (n=21) puso
de manifiesto un aumento significativo de acetato en sangre,
rifiones, y especialmente en pulmones y liquido pericardico
(p<0.0001) (ver Tabla 2).

(expresadas en Con Sin Valor
P mM/L) drogasde | drogas | estadistico
abuso de abuso p

Acetato en sangre 5.59 1.73 P<0.005
Acetato en humor
vitreo 0.79 0.49
Acetato en liquido

ericardico 10.8 2.16 P<0.0001
Acetato en orina 1.81 1.94
Acetato en cerebro 3.96 4.23
Acetato en higado 817 414 P=0.03
Acetato en rifion 114 3.29 P<0.001
Acetato en pulmén 15.1 3.01 P<0.0001

Tabla 2. Concentraciones medias de acetato (expresadas en
mMy/L) en caddveres con drogas de abuso en orina (n=21) frente a
los que no las presentan (n=53).

Los resultados en relaciéon a la distribucidn del etanol en
nuestras muestras, expresados como la proporcidn de etanol en
fluidos o tejidos/ etanol en sangre, eran similares a los publicados
previamente (13, 14): 1.21 para orina, 1.32 para humor vitreo,
1.41 liquido pericardico, 0.88 cerebro, 0.57 higado y 0.61 para
rifones, con el nuevo dato de una proporcién en pulmones de
0.53, no publicada anteriormente.

La distribucion del acetato, expresada como la proporcion de
acetato en fluidos o tejidos / acetato en sangre, mostré un patréon
especifico en los casos en los que habia presencia de etanol (Figura
3), con diferencias estadisticamente significativas en la proporcién
de acetato en cerebro/sangre y rifién/sangre (p<0.0001).

Distribucion postmortem del acetato y etanol en caddveres humanos tras el
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Figura 3. Proporcion de acetato en fluidos o tejidos/sangre en
presencia o ausencia de etanol.

DISCUSION

Es un hecho conocido que la concentracion basal de acetato
en plasma es relativamente estable y muy baja (de 0.1 a 0.2
mM), excepto tras el consumo de etanol que las concentraciones
se elevan hasta veinte veces y alcanzan una meseta que se
mantiene constante mientras que haya etanol en sangre (15). En
nuestro estudio, los niveles sanguineos de acetato en cadaveres
sin etanol (n=76, media de 1.09 mM) fueron considerablemente
mas elevados que en sujetos vivos (n=50, media de 0.12 mM) (9).
Esta diferencia podria ser atribuida a un incremento postmortem.
Aungue no estamos seguros del acetato producido postmortem,
los niveles sanguineos incrementados de acetato quedan cercanos
a la significacion estadistica en un test de regresion lineal multiple
(r=0.44; p= 0.13). De hecho, hay algunas evidencias que avalan el
incremento continuado de intensidad en el acetato del cerebro
porcino durante las 100 primeras horas del intervalo postmortem
(detectado por espectroscopia H-MR) (16). Ademads, el acetato es
un metabolito intermediario que puede producirse a partir de la
accién de levaduras (S. cerevisiae) y bacterias (Zymomonas sp.,
Bacterias del Acido Ldctico, Enterobacterias y Clostridia) sobre los
carbohidratos (17).

Aparte de la sangre, el acetato en orina parece aumentar tras
el consumo de etanol, aunque este aumento no es tan claro como
en la sangre (18). Tsukamoto et al. (19) encontraron que el acetato
libre y ligado en sangre y orina no era dependiente de la de la dosis
de etanol, sino que reflejaba las condiciones metabdlicas de cada
individuo.

Se conoce poco sobre la concentracién y distribucion del
acetato en otros tejidos y fluidos en relacion con el metabolismo
del etanol. El presente trabajo, basado en nuestro previo estudio
experimental en ratas, demostré un aumento en la concentracién
de acetato después del consumo de etanol en todas las muestras
estudiadas, excepto en cerebro y orina.

En el caso de la orina, nuestros resultados mostraron un claro
aumento en la concentracidn de acetato tras el consumo de etanol
pero no eran estadisticamente significativos. Estos resultados
no eran inesperados porque confirmaron hallazgos previos ya
publicados por Lundquist (20) y Tsukamoto (18), que indicaban
que la excrecidn renal tenia un papel menos importante en la
eliminacién de acetato.

Sin embargo, el hecho de que el acetato en cerebro no
aumente tras el consumo de etanol, es sorprendente porque este
compuesto difunde a través de la barrera hematoencefalica (21)
y tiende a aumentar con el intervalo postmortem en el cerebro
porcino (16). Ademas, el etanol en cerebro primero se oxida a
acetaldehido, principalmente por las catalasas, y lo hace en menor
grado a través de la alcohol deshidrogenasa (ADH) o de la citocromo
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P450, y posteriormente se convierte en acetato mediante la
aldehido deshidrogenasa (ALDH) (22). La Unica explicacién posible
es que las neuronas consuman rapidamente el acetato, ya que el
desequilibrio en el cociente NAD/NADH produce una inhibicién
parcial de la glicolisis aerobia, y el cerebro utiliza el acetoacetato
como recurso energético (23). Esto coincide con los estudios de
Zakhari (21), estableciendo que después de consumir etanol el
cerebro utiliza preferentemente acetato -mas que la glucosa-
como fuente de energia.

Los incrementos de acetato en el higado tras el consumo de
etanol, son los mas elevados entre todas las muestras estudiadas.
Estas concentraciones elevadas en higado eran previsibles,
puesto que la oxidacion del etanol para producir acetato tiene
lugar en el tejido hepatico, mientras que la conversién del acetato
en metabolitos finales ocurre principalmente fuera de éste (24).

Se observaron diferencias estadisticamente significativas
entre las intoxicaciones y el resto de causas de muerte, con
concentraciones mas elevadas de acetato en las primeras, en
todas las muestras excepto en cerebro. Sin embargo es muy dificil
determinar en qué medida el incremento en las concentraciones
de acetato depende del tipo de droga (ver Tabla 1). 10 de los 17
cadaveres del grupo de muertes por intoxicacidn tenia etanol,
y 11 de los 17 tenian una combinacién de diferentes drogas —
cocaina, heroina, metadona, cannabis y anfetaminas-.

A pesar de ello, la presencia de drogas de abuso en
orina, per se, puso de manifiesto un aumento significativo de
acetato, que fue especialmente evidente en pulmones y liquido
pericardico. Puede que el aumento de acetato en estas muestras
esté relacionado con el edema agudo de pulmdn existente en la
mayoria de muertes repentinas en adictos a drogas, aunque no
nos aventuramos a dar una explicacidn concluyente.

Cuando estudiamos las diferentes proporciones de acetato
(concentracion de acetato en fluidos o tejidos / concentracion de
acetato en sangre), nuestros resultados mostraron varias ratios
que podrian ayudar a los toxicélogos en la interpretacion de los
resultados del etanol en los casos mas dificiles, especialmente
en aquellos con distribucién atipica o ausencia de etanol en
alguna de las muestras. La distribucién del acetato, expresada
como el cociente acetato en fluidos o tejidos / acetato en sangre,
presentaba un patron especifico en los casos con presencia de
etanol, existiendo diferencias significativas en las proporciones de
acetato en cerebro/sangre y rifidn/sangre (p<0.0001). En todos
los casos con patron de consumo de etanol, encontramos una
proporcidn caracteristica acetato en cerebro / sangre <2 y acetato
en rifidén / sangre <2.5.

De todos los caddveres con etanol, solo uno presentd niveles
de etanol dificiles de interpretar (Tabla 3), incluso teniendo en
cuenta los criterios publicados por O’Neal y Poklis (1). El cadaver
numero 95 era un hombre de mediana edad fallecido en un
accidente de coche, con un intervalo postmortem de 27 horas y
sin signos evidentes de putrefaccién. En este caso, se hallaron en
sangre niveles bajos de etanol (0.12 g/l), asi como ausencia del
mismo en otros fluidos (orina y humor vitreo), que nos podrian
hacer pensar que se trataba mas bien de sintesis postmortem en
lugar de consumo previo. Sin embargo, pensamos que la presencia
de este etanol se debe a un consumo antemortem porque el
intervalo postmortem es corto, por la ausencia de signos de
putrefaccion y porque habia niveles significativos de etanol en
todos los tejidos (0.53 g/l en cerebro y 0.49 g/l en rifién). Ademads,
las concentraciones de acetato eran indicativas de consumo, con los
niveles mas elevados en sangre e higado y con una proporcion de
acetato en cerebro / sangre de 0.14 y enrifidn / sangre de 0.51. Esta
proporcién de acetato en cerebro /sangre en la muestra nimero
95, era acorde con nuestros resultados, que en todos los casos con
presencia de etanol mostraban este patron especifico.

Como conclusion, estos resultados preliminares han
mostrado que las elevadas concentraciones de acetato en sangre
e higado, pero especialmente la proporcion acetato en cerebro/
sangre <2 y rifidn/sangre < 2.5, eran caracteristicas del consumo
de etanol. Por tanto, el acetato puede ser un marcador Util para
determinar el consumo previo a la muerte, en algunos casos
dudosos. No obstante, nuestro tamafio muestral es limitado, por lo
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que se necesitaran futuras investigaciones con una muestra mayor
para confirmar estos resultados y aclarar la influencia del intervalo
postmortem en el aumento de las concentraciones de acetato.

Cason®95 Etanol | Acetato | Proporcién
(g/V) (mM) de acetato
Sangre (S) 0.12 14.20
Humor vitreo (HV) 0 0.07 HV/S=0.005
Liquido pericardico (LP) | 0.18 10.10 LP/S=0.71
Orina (0) 0 0.39 0/5=0.03
Cerebro (C) 0.53 192 C/S=0.14
Higado (H) 0.40 9.96 H/S=0.70
Rifion (R) 0.49 7.22 R/S=0.51
Pulmén (P) 0.42 9.70 P/S=0.68

Tabla 3. Caso de distribucion atipica de etanol en nuestra muestra.
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