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Resumen

La muestra hematica es el estdndar por excelencia en Toxicologia para confirmar con precisiéon
la ingesta o intoxicacidn alcohdlica en casos forenses, con el fin de establecer la influencia de
esta sustancia al momento de la muerte. Sin embargo, en ocasiones el cadaver tiene escaso o
nulo contenido sanguineo, su toma de muestra es complicada, o hay sospecha de
contaminacion de ésta por otros compartimentos fisioldgicos, por lo que es necesario recurrir a
un fluido o tejido bioldgico alternativo. En estas situaciones, el profesional de las ciencias
forenses se enfrenta a cuestionamientos de indole cientifico para la seleccion de la mejor
muestra bioldgica para el analisis quimico y la defensa del dictamen.

Por la razén anterior, en el presente trabajo se realizé un estudio estadistico de las
concentraciones de etanol en fluidos (orina, humor vitreo, liquido sinovial y bilis) y tejidos
(higado, musculo-esquelético y pulmdn) post-mortem, con respecto a la concentracién de
etanol en sangre, a partir de muestras de cadaveres desconocidos recibidos en el Instituto de
Ciencias Forenses (InCiFo) de la Ciudad de México. Con el uso de técnicas estadisticas (analisis
de concordancia de métodos, regresion, correlacién y ecuaciones estructurales) fue posible el
estudio y la obtencidn de modelos matematicos significativos y explicativos para estimar la
alcoholemia a partir de la cuantificacion de etanol de otros fluidos o tejidos.

A través de este proyecto fue posible una aportacion al campo de la Toxicologia Forense,
con el fin de resolver situaciones practicas reales mediante el conocimiento aplicado de la

Estadistica.

Palabras clave:
Etanol; Fluidos bioldgicos; Andlisis post-mortem; Regresion; Correlacion; Ecuaciones
estructurales.
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Abstract

Blood samples are the gold standard in Toxicology to confirm precisely alcohol intake or
intoxication in forensic cases, in order to establish the influence of this substance at the time of
the death. However, there are cases where the corpse has little or no blood content, sampling is
difficult, or contamination from other physiological compartments is suspected, so it is required
to use an alternative biological fluid or tissue. In these circumstances, the forensic scientists face
questions of scientific nature for the best biological sample selection for the chemical analysis
and during the legal defense in the Justice System.

Based on the described situation, in this work a statistical study of post-mortem
concentrations of ethanol in fluids (urine, vitreous humor, synovial fluid and bile) and tissues
(liver, skeletal muscle and lung) were performed, in reference to the concentration of ethanol in
blood from samples of unknown corpses received at the Mexico City Institute of Forensic
Sciences (InCiFo). With the implementation of statistical techniques (methods agreement
analysis, regression, correlation and structural equations), it was possible to assess and obtain
meaningful and explanatory mathematical models to estimate blood alcohol content from the
ethanol quantification of other fluids or tissues.

With this project, a contribution to the field of Forensic Toxicology was possible, in order

to solve real practical situations through the applied knowledge of Statistics.

Keywords:
Ethanol; Biological fluids; Post-mortem analysis; Regression; Correlation; Structural equations.



Diaz Tufinio C Andlisis estadistico de etanol en fluidos post-mortem

Contenido Pagina
(D =Te [Tor- ) {o] 4 - OO P PP PP PP PPPPOTPI 3
A e = To LYol 0 1T=T 0N o L PSP PPP PP 4
RESUMIBIN. ..ttt e et e e e e e e s e e s e e e et e e e e e e e e e s 5
Y o 1Y - [ AR PSP PP P PO PPPPUPPPRTRPPRPON 6
R = o [ = { U = L PP PPPR 8
LiSta @ tablas. .. .eeeeeeiee e s e e e e e 11
ADFEVIATUIAS ..ttt ettt e ettt e e et e e e b e e e e b et e e e b e e e b e e e e e nb e e e enree s 12
O 1) { o Yo [UTolol o] o H P PP PSP PP PPPPO PP 13
TR = - [o | RO PSPPSRSO PPPTROPPRR 13

I CONTEXEO SOCIAN .. uiiiiiiiiie e et e s e e b e e e naee e 13

ii. CONLEXTO tOXICOIOZICO. ... uuiiiiiiieiiiiiiiee et e e e s ae e e e s s s bbaeeeeeenns 14

Hi. CONTEXEO FOMBNSE...ciiiiiiiiie et e et e s e e e e naee e 17

b. Modelos estadisticos y su aplicacion en ciencias biolOgiCas .........coccvvveeeiiiriiiieeeieiiiiieenn, 17

2. JUSLIFICACION € NIPOTESIS ..vveiiiiiiiiiiee ettt e e e s e s bre e e e e s ssaareaeeessnnns 25
TR 0 o 1= 4 1o 3PP 27
3. Materiales Y METOAOS. . oottt et e e s s st e e e e s e ssbaaaeeessnbteaeeeeennns 27
a.  Toma de muestra biolOZICa ......cccuuiiiiiiiiiiiie e 27
b.  Andlisis cuantitativo de etanol por HS-GC.........ccoiiiiiiiiiiiiiiiieeee e 28

C. ANALISIS @STAUISTICO .eiiuiiieiiiie it e s e s 29
4. ReSUITAdOS Y AiSCUSIONES......uviiiieiiiiiiieeeeeiittee e et e e e e st e e e e e s bbae e e e s s sabaaeeesesssbbaeeeessnnnseees 31
a. Estadisticas descriptivas y analisis exploratorio de 10s datos........ccccoevviveeeiiiiiiiieee e, 31
b. Correlacién y regresion de concentracion de fluidos en muestras bioldgicas .................. 36
C. Modelos estructurales (SEM) .......uueiei et e e e 63
5. CONCIUSIONES Y PEISPECLIVAS wevevviiiiiieeeeiiiiitee e e ettt e e e e st e e e e s sbae e e e s s ssbbreee e s ssabeaeeeessnnssaaeeeas 69
6. REFEIENCIAS ..eeeeiieiee et sttt e s e s ebb e e s ean e e e s 71



Diaz Tufinio C Andlisis estadistico de etanol en fluidos post-mortem

Lista de figuras

Fig. 1. Estructura quimica del €1anol. ......cccuuuiiiiiiiiiiie e 13
Fig. 2. Cinética de eliminacidn de etanol de tipo Michaelis-Menten. .........cccccovviiiieiiiniiiieeee e, 16
Fig. 3. Relacion lineal entre la Crsx ¥ 1a dosis de etanol administrada. ...........ccccocviviiiieeeennnnennn. 16
Fig. 4. Cromatdgrafo de Sases (GC) ...ccuuuiiiiiieeeiiiieeciiee e etee e et e st e et e e s sabe e e s rrbe e e e saaaeeensaaeesnees 29

Fig. 5. Histogramas de frecuencias relativas de las variables peso [kg] (a) y edad [afios] (b) de los
sujetos incluidos en el analisis, con una grafica de distribucion normal sobrepuesta.................. 32
Fig. 6. Concentracién de cada fluido o tejido cuantificado para este estudio +/- s.d. .................. 33
Fig. 7. Diferencias de la concentracion de cada fluido o tejido menos la concentracion de etanol
(=T IT= T =4 f TP UPPPPPT 34
Fig. 8. Cociente de las concentraciones de cada fluido o tejido entre la concentracién de etanol
(=T IT= T =4 f TP PT T UPPPPPRN 35
Fig. 9. Cocientes de concentraciones de etanol de diferentes tejidos con respecto a la
alcoholemia reportada en referencias bibliograficas (Calabuig & Villanueva Cafadas, 2004) y en
L - V=] A== Vol To ] o PP PPRPPP 35
Fig. 10. Correlacion de la concentracién de alcohol en sangre [mg/100 mL] con el peso corporal
Lo [ T o [V e [ Lo TN 1 <= ISP PUUPUURURR 37
Fig. 11. a) Gréfica de las diferencias de concentracién de orina y sangre vs. promedio de ambas
concentraciones. b) Grafica de las diferencias de los logaritmos naturales de las concentracion
de orina y sangre vs. promedio de los Ln de ambas concentraciones. ........cccceveeeeeeeeeeeeeeeeececcnnn, 39
Fig. 12. a) Gréfica de las diferencias de concentracién de bilis y sangre vs. promedio de ambas
concentraciones. b) Grafica de las diferencias de los logaritmos naturales de las concentracion
de bilis y sangre vs. promedio de los Lh de ambas concentraciones. .........ccccveeeeeeieeeeeeeeeeeeeeccnns 40
Fig. 13. a) Grafica de las diferencias de concentracion de higado y sangre vs. promedio de ambas
concentraciones. b) Grafica de las diferencias de los logaritmos naturales de las concentracion
de higado y sangre vs. promedio de los Ln de ambas concentraciones.........cccccceeeeeeeeeeiieiiccccnnns 41
Fig. 14. a) Grafica de las diferencias de concentracién de pulmdn y sangre vs. promedio de
ambas concentraciones. b) Gréfica de las diferencias de los logaritmos naturales de las

concentracion de orina y sangre vs. promedio de los Ln de ambas concentraciones. ................. 42



Diaz Tufinio C Andlisis estadistico de etanol en fluidos post-mortem

Fig. 15. a) Grafica de las diferencias de concentracién de musculo y sangre vs. promedio de
ambas concentraciones. b) Gréfica de las diferencias de los logaritmos naturales de las
concentracion de musculo y sangre vs. promedio de los Ln de ambas concentraciones. ............ 43
Fig. 16. a) Grafica de las diferencias de concentracién de humor vitreo y sangre vs. promedio de
ambas concentraciones. b) Gréfica de las diferencias de los logaritmos naturales de las
concentracion de humor vitreo y sangre vs. promedio de los Ln de ambas concentraciones......44
Fig. 17. a) Grafica de las diferencias de concentracion de liquido sinovial y sangre vs. promedio
de ambas concentraciones. b) Grafica de las diferencias de los logaritmos naturales de las
concentracion de liquido sinovial y sangre vs. promedio de los Ln de ambas concentraciones...45
Fig. 18. Grafica de correlacion mediante regresion lineal de las variables concentracién de
alcohol en orina [mg/100 mL] vs. concentracion en sangre [mg/100 mL]......cccceeevveeeeineeeecnneeenns 47
Fig. 19. Grafica de correlacion mediante regresidn lineal de las variables concentracién de
alcohol en bilis [mg/100 mL] vs. concentracion en sangre [mg/100 mML].......ccccceeeeveeeeiveeeecnnenenns 48
Fig. 20. Grafica de correlacion mediante regresidn lineal de las variables concentracién de
alcohol en higado [mg/100 g] vs. concentracion en sangre [mg/100 mL]. ....ccceeevvveeeeiveeeeciveeenns 48
Fig. 21. Grafica de correlacion mediante regresidn lineal de las variables concentracién de
alcohol en pulmdn [mg/100 g] vs. concentracion en sangre [mg/100 ML].....c.cccceeveeeecrveeeecnneeenns 49
Fig. 22. Grafica de correlacion mediante regresidn lineal de las variables concentracién de
alcohol en musculo-esquelético [mg/100 g] vs. concentracién en sangre [mg/100 mL].............. 49
Fig. 23. Grafica de correlacion mediante regresidn lineal de las variables concentracién de
alcohol en humor vitreo [mg/100 mL] vs. concentracidn en sangre [mg/100 mL].......ccccceeuvennne 50
Fig. 24. Grafica de correlacion mediante regresidn lineal de las variables concentracién de
alcohol en liquido sinovial [mg/100 mL] vs. concentracion en sangre [mg/100 mL].................... 50
Fig. 25. Andlisis de residuales obtenidos de la regresién lineal simple de las variables
concentracion de alcohol en orina vs. concentracion en SANEIe. ........eevvevvvivieeeeiiniiieeeeeenieeeenns 52
Fig. 26. Analisis de residuales obtenidos de la regresidn lineal multiple de las variables
explicativas de concentracidén de etanol en sangre, humor vitreo e higado vs. concentracion de

(] = [a o] =] 1o 1 £ [ T VPO UPPRTPPRRRN 60



Diaz Tufinio C Andlisis estadistico de etanol en fluidos post-mortem

Fig. 27. Grafica de correlacion mediante regresidn lineal de las variables concentracién de
alcohol en humor vitreo [mg/100 mL] vs. concentracidn en orina [mg/100 mL]. ......cccvveeenrenns 62
Fig. 28. Diagrama de senderos para SEM con un escenario planteado sobre el impacto de las
variables demograficas en la alcoholemia, y a su vez ésta impactando la concentracion en orina
VA U] 0 [ TR =Y o PP SRR 64
Fig. 29. Diagrama de senderos para SEM con un escenario planteado sobre el impacto de las
variables demograficas y la alcoholemia en la concentracion de etanol en orina, humor vitreo y
QUIAO SINOVIAL. ceiiiiiiiie e e e e st e e e s e st e e e e e s ssabbaaaeeesenasteeeeesannns 66
Fig. 30. Diagrama de senderos para SEM con un escenario planteado sobre el impacto de las
variables demograficas y la alcoholemia en una variable latente que explica la concentracién de

L] = [a o] =] 1o 1 £ [ 1= VPO TP UPPRTPPRRRN 68

10



Diaz Tufinio C Andlisis estadistico de etanol en fluidos post-mortem

Lista de tablas

Tabla 1. Relacidn del fluido o tejido con el nimero de observaciones colectadas....................... 31
Tabla 2. Estadisticas descriptivas de las concentraciones de etanol en cada tejido o fluido
g TU LI A=Y o [o TP UPPURPPPPTPN 33
Tabla 3. Resumen de los coeficientes de regresion lineal y de correlacidn de las concentraciones
de etanol en las muestras bioldgicas contra alcoholemia.........ccccovviiiiiiiiiiiiiiie e, 51
Tabla 4. Resumen de los coeficientes de regresion del ajuste robusto de las concentraciones de

etanol en las muestras bioldgicas contra alcoholemia.........cccvvviiiiiiiiiiiiiii e, 53

11



Diaz Tufinio C

Abreviaturas

ADH
AIC
ANCOVA
ANOVA
Cm.‘:’\x
DW
GABA
GABA,
GC
HS-GC
IC
[IMAS
InCiFo
LCR

Ln

log

m
MEOS
NMDA
p-value
Q-Q
RMSEA

RSDR
s.d.
s.e.
SEM
SNC

Tmax

12

Andlisis estadistico de etanol en fluidos post-mortem

Alcohol deshidrogenasa

Criterio de Informacién de Akaike

Andlisis de Covarianza

Andlisis de Varianza

Concentracién maxima

Estadistico de Durbin-Watson

Acido gamma-aminobutirico

Receptor de GABA tipo A

Cromatografia de gases

Cromatografia de gases con Headspace

Intervalo de Confianza

Instituto de Investigaciones en Matematicas Aplicadas y Sistemas
Instituto de Ciencias Forenses

Liquido cefalorraquideo

Logaritmo Natural

Logaritmo

Pendiente

Sistema Microsomal Oxidante de Etanol

N-metil-D-aspartato (NMDA)

Valor de probabilidad p

Cuantil-cuantil

Error Medio Cuadratico de Aproximaciéon (Root Mean Square Error of
Approximation)

Desviacion Estandar Robusta de los Residuales

Desviacion estandar

Error estandar

Modelamiento de Ecuaciones Estructurales (Structural Equation Modelling)
Sistema Nervioso Central (SNC)

Tiempo para alcanzar la concentracidn maxima



Diaz Tufinio C Andlisis estadistico de etanol en fluidos post-mortem

1. Introduccidn
a. Etanol
i. Contexto social

El alcohol etilico o etanol (Figura 1) es la sustancia de abuso mas ampliamente usada y en
practicamente todas las culturas alrededor del mundo es la droga de abuso de mayor
aceptacion social (Kent, 2012). En México, es la
sustancia que, por su consumo, dependencia y
situaciones  asociadas, genera la  mayor
problematica social (INPRFM, 2012).

Segun estadisticas en nuestro pais (Instituto
Nacional de Salud Publica, 2012), de la poblaciéon

adulta (mayores a 20 afos), el 53.9% refiere

consumir alcohol, ya sea diariamente o de manera

Fig. 1. Estructura quimica del etanol.

ocasional, siendo un 67.8% del total de la poblacién
adulta masculina y el 41.3% de la poblacion adulta femenina. Respecto a la poblacion
adolescente (10 a 19 aiios), 25% confirmaron consumo de alcohol, siendo 28.8% de hombres y
21.2% de mujeres. Adicionalmente, el alcohol es la droga mas usada y ha sido con la que
debutan en el consumo de sustancias en la regién norcentral, nororiental, occidental, centro,
centro sur, sur y en la Ciudad de México (INPRFM, 2012); siendo la mariguana la droga de inicio
sélo en la region noroccidental (Baja California), seguida del alcohol y el tabaco. Asimismo, en
las mismas regiones el alcohol es la primera droga de impacto por la cual han solicitado
tratamiento contra la adiccién.

Su uso crénico se asocia a multiples problemas de salud, donde estd implicado como un
factor causal en mds de 200 condiciones patolégicas (World Health Organisation, 2014). Entre
ellas, se enlistan multiples condiciones neuropsiquiatricas, como ansiedad, depresidn y ataques
epilépticos; enfermedades gastrointestinales, como cirrosis hepdtica, pancreatitis aguda y
crénica; cancer, con relacién en el desarrollo de la patologia en boca, faringe, laringe, eséfago,
colon, recto, higado, pancreas y mama; dafios intencionales asociados al consumo de alcohal,

como suicidio y violencia; dafos no intencionales, como caidas y accidentes; efectos
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cardiovasculares con consumos elevados, como enfermedad cardiaca isquémica, infartos,
hipertension, fibrilacién atrial y hemorragias; complicaciones durante la gestacion, como
abortos y sindrome alcohdlico fetal; y se ha encontrado una asociacidn entre los patrones de
ingesta excesiva de alcohol con la exacerbacion de los efectos de la diabetes mellitus y de otras
enfermedades infecciosas, como neumonia o tuberculosis, por la depresion del sistema inmune
de los bebedores. Con todo lo anterior, alrededor del mundo se cuentan 3.3 millones de
personas que mueren cada afo a causa del consumo de alcohol (World Health Organisation,
2014).

Sin embargo, en diversos estudios - y muchas veces de manera paraddjica -, el consumo
de alcohol ha sido identificado también como una sustancia benéfica y con efectos protectores
cuando se consume en cantidades bajas y moderadas. Entre las bebidas alcohdlicas con las
bondades mejor estudiadas se encuentra el vino tinto, por sus propiedades protectoras
metabdlicas y cardiovasculares. Desafortunadamente, los patrones de consumo inciden
directamente en los efectos que tiene el etanol sobre el organismo, siendo la ingesta episddica,
mas que el consumo crénico moderado, la mds perjudicial para la salud, debido a que el 16% de
los consumidores a nivel mundial suelen tener ingestas episddicas fuertes (World Health
Organisation, 2014).

En México, el consumo de alcohol es la cuarta causa de muerte en todas las edades y
estratos sociales por cualquiera de las razones de salud relacionadas con su ingesta, incluidos
los accidentes de transito. En esta cuestion, se sabe que la primer causa de accidentes
automouvilisticos es la conduccidon de vehiculos en estado de ebriedad, reportandose que el
11.6% de los jovenes entre 15 y 29 afios han tenido accidentes de transito en estas condiciones
(CECA, 2012), siendo la primera causa de muerte entre ellos. Se estima que anualmente mueren
24 mil personas por algun tipo de accidente en el pais, en una proporcién de 3 hombres por

cada mujer (CEVECE, 2012).

ii. Contexto toxicologico

El etanol es una sustancia psicoactiva con caracteristicas que propician el desarrollo de

dependencia (World Health Organisation, 2014), y cuyo efecto en el organismo es complejo,
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demostrandose que interactia con multiples blancos moleculares biolégicos (Hodgson, 2004).
La toxicodinamica exacta de cada uno de estos blancos es aln poco conocida y es tema de
multiples investigaciones (Fernandez & Doty, 2015). Sin embargo, se sabe que el alcohol etilico
ejerce su accion toéxica por mecanismos como la unidn y estimulacion del receptor del acido
gamma-aminobutirico (GABA) tipo A (GABA,) en el Sistema Nervioso Central (SNC), lo cual causa
efectos sedativos similares a los de las benzodiacepinas, ademds de ser inhibidor del receptor
de N-metil-D-aspartato (NMDA) glutamato en el mismo sitio anatdomico, teniendo efecto directo
sobre el musculo cardiaco, tejido tiroideo y hepatico (Harris, Trudell, & Mihic, 2008).

Respecto a la toxicocinética del etanol, se sabe que su absorcion se lleva a cabo a través
de la pared intestinal siguiendo un modelo de primer orden limitado por difusidn; sin embargo,
es poco comun que el consumo de alcohol etilico se realice en un bolo instantaneo, por lo que
el modelo se complica por los patrones de ingesta a tragos cortos distribuido a lo largo de
minutos u horas. En este sentido, la administracién de una bebida alcohdélica se describe mejor
como un modelo cinético de orden cero, con una tasa constante de consumo. Adicionalmente,
el vaciado gastrico es una situacion fisioldgica importante de tomar en cuenta en el consumo de
alcohol, ya que la absorcidon se lleva a cabo principalmente en el intestino delgado, el cual
también es descrito con un modelo de primer orden. Es por eso que el consumo de alimentos
retrasa la tmax y repercute en Cnsx Y ABC menores. Este efecto también se puede modelar con un
parametro adicional/alternativo de tiempo de retardo (lag-time), el cual puede definirse como
el tiempo de transito de la sustancia activa desde el sitio de ingesta via oral hasta el sitio de
absorcién preferencial, en el intestino delgado, el cual ya incluye el tiempo de vaciado gastrico
(Holford, 1987).

La biodisponibilidad del alcohol etilico es tipicamente de alrededor del 80% para un
consumo tipico, aunque esta depende fuertemente de la dosis administrada de la molécula
(Holford, 1987), asi como del efecto de primer paso en el higado, el cual depende a su vez del
flujo sanguineo hepatico y el tiempo de transito del etanol en el 6rgano. Su eliminacidon esta
limitada por capacidad, debido a su metabolismo enzimatico principalmente, ya que es
saturable, concentracion-dependiente, no lineal y sigue un modelo cinético de Michaelis-

Menten (Figura 2), donde Vs €s la capacidad maxima de eliminacion y Ky, la concentracion de
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etanol al 50% de Vmi. Por su forma hiperbdlica

-

Maximal elimination rates

cuadrada, a concentraciones altas de etanol, la tasa de

b Rate of elimination

eliminacidn de la droga es practicamente constante, por

lo que se considerada una cinética de eliminacion de

orden cero (Gordon, 2015), ya que se sabe que las Km [concentration]

concentraciones de etanol en sangre tipicas después de

Drug Concentration (C)

una ingesta moderada son mas grandes que la K, de la Fig. 2. Cinética de eliminacion de etanol
ADH (Holford, 1987). de tipo Michaelis-Menten.

Su distribucién por todo el cuerpo es explicado por un modelo de dos compartimentos,
pasando extensivamente de la sangre hacia los tejidos, ya que no presenta union a proteinas
plasmaticas, como se ha confirmado en diversos estudios por la medicién de la sustancia en
liquido cefalorraquideo (LCR), cuyo coeficiente de particion suero/LCR es aproximadamente 0.9.
Su tiempo en alcanzar la concentracién maxima (tmsx) es de entre 0.33 y 1 h, ya que el tna
tiende a incrementar con la dosis administrada (Holford, 1987; Wilkinson, 1980). Dependiendo
de la dosis, la Cmsx €s directamente proporcional, y se puede calcular como Cps [Mmg/L] = 20 x
dosis [g/70kg] (Figura 3) (Holford, 1987).

El metabolismo ocurre principalmente en los hepatocitos, mediante sistemas
enzimaticos bien descritos y conocidos, que son la enzima alcohol deshidrogenasa (ADH), la

catalasa y el sistema microsomal oxidante de etanol (MEQOS) . Mediante la ADH, mas del 95% del

etanol consumido se oxida a acetaldehido, el que a su

%‘200{ o vez se metaboliza a acido acético por la aldehido
g 10007 oo deshidrogenasa (Helander, Bottcher, Fehr, Dahmen, &
S 800 62 o0 . . .
s 0° Beck, 2009). Se ha estimado una vida media de entre 4
® 600 ° ° ° ) )
§ o° y 4.5 h después de una sobredosis de etanol, con lo
§ w0 % o |
> que se calcula un aclaramiento de entre 5.5y 6 L/h/70
& 200 ® o
kg. Sobre la influencia genética del metabolismo vy la
Q. . . r
0 10 20 30 40

Dose of ethanol (g/70kg) eliminacion del etanol, a pesar de existir resultados

Fig. 3. Relacion lineal entre la C5 y la  CONtrastantes, esta aporta hasta un 46% de
dosis de etanol administrada.

variabilidad (Holford, 1987).
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La eliminacidn se efectua por orina, aliento y sudor, detectdndose en estos fluidos tanto
la sustancia original como los productos de su metabolismo. Entre estos metabolitos, uno de los
de mayor interés es el metabolito conjugado etil glucurénido (EtG) (Thermo-Scientific, 2012).
Menos del 0.1% del etanol consumido se conjuga con el acido glucurdnico, mediante una
reaccion enzimatica del metabolismo tipo Il, para generar este metabolito (Helander et al.,
2009). El alcohol puede detectarse por varias horas en orina después del consumo, sin embargo
el EtG puede detectarse hasta algunos dias posteriores. Por otro lado, se sabe que en el sudor,
cuando se encuentran en equilibrio el sistema, la concentracién de etanol es similar a la de Ia

sangre (Holford, 1987).

iii. Contexto forense

En 2009, segun datos de 20 entidades federativas de México de la Encuesta Nacional de
Adicciones del 2011 (INPRFM, 2012), se reportaron 18,724 defunciones remitidas a los Servicios
Médicos Forenses (SEMEFO), donde el 24.4% del total ocurrieron bajo la influencia de alguna
droga de abuso. De estas, en el 92.1% de los casos los involucrados fueron del sexo masculino.
Las causas mdas comunes de defuncién fueron ocasionadas por arma de fuego (33.3%),
accidentes de transito (17.2%) y asfixia (10.22%), ocurriendo tanto en la calle (50.4%) como en
el hogar (22.4%).

De manera convencional, el analisis de los niveles de alcohol etilico en sangre es usado
como evidencia criminal y para juicios civiles. La toxicologia forense en este sentido ha aportado
estudios donde se relaciona el nivel de alcoholemia con la cantidad de etanol ingerida antes de
la muerte. Con esto, los sistemas de justicia a nivel mundial, incluido el de México, han
considerado como una referencia el andlisis de etanol en sangre por la facilidad de la toma de
muestra en caddveres, la certeza de no tener contaminacién cruzada de otro compartimento

bioldgico durante la toma de muestra y su extenso estudio en relacidon con su toxicologia.

b. Modelos estadisticos y su aplicacidn en ciencias biolégicas
El analisis de regresidon simple es una técnica estadistica para establecer modelos con fines

predictivos entre dos variables, es decir, para inferir causalidad de una variable independiente
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en una dependiente. Para ello, se debe definir una ecuacién que relacione linealmente ambas

variables, ya que la ecuacidén es aditiva, con la siguiente forma:

Y=ﬁ0+,81X+€

donde:

Y: Variable dependiente o de respuesta
X: Variable independiente

Loy Pi: Coeficientes del modelo

=Y, — )7l = Error del modelo poblacional, que en la muestra se define como residual r

En términos estadisticos, el analisis de regresién es una técnica multivariada, cuyo
objetivo es desarrollar un modelo matematico lineal, que describa la relacidn entre una variable
a pronosticar con variables independientes explicativas. Dicho modelo aditivo es el siguiente (de

la Garza Garcia, Morales Serrano, & Gonzalez Cavazos, 2013):
Y =00+ B X1+ B X+ -+ BiXi + ¢
donde:
Y: Variable dependiente o de respuesta
Xi: Variable independiente i o explicatoria

Bi: Coeficiente del modelo para cada X;

&: Error aleatorio

Los estimadores puntuales de los coeficientes de regresion S se calculan por el método

de minimos cuadrados ordinarios de manera matricial a través de la siguiente expresion:

B =XTX)1(XTY)
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que surge a partir de la expresion de minimizacion de errores, o residuales, hecha en

forma matricial para regresion multiple:
min(¢) = min (Y — Y)

Respecto a la evaluacion de la colinealidad, que es cuando dos variables independientes
se relacionan entre si, linealmente o no, es posible analizar la correlacién de estas mediante el
coeficiente de correlacion R, también llamado de Pearson para un ejemplo bivariado. Este
coeficiente mide la fuerza de asociacion de dos variables, que en términos porcentuales indica
gué tan relacionadas estdn ambas variables linealmente. Se define, en términos de las varianzas

y covarianzas, como sigue:

£1XMXfr_nX;XB

(Zia X =3 i X3 — 3

Ry, xp =

R puede tomar valores de [-1,1] y del analisis se obtiene que valores cercanos a 1 o -1
indican respectivamente relacion directa o inversa, mientras que valores cercanos a 0 significan
gue las variables no tienen una asociacion lineal (de la Garza Garcia et al., 2013).

Adicionalmente, el coeficiente de determinacién R? mide la asociacién en términos de la
variabilidad de la variable dependiente y el porcentaje de ésta que es explicada por las variables

independientes del modelo. Su férmula es:

SSE _ SSR

2 q 2= 20
K 1 SST  SST

donde:
SSE = Variacidn no explicada por la ecuacion de regresion
SSR = Variacion explicada por la ecuacion de regresion

SST = Variacién total
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R* puede tomar valores entre [0,1] y del anélisis se obtiene que valores cercanos a 1
indican que practicamente toda la variabilidad se explica por el modelo (de la Garza Garcia et
al., 2013), mientras que valores cercanos a 0 significan que variabilidad de la variable
dependiente no se describe por las independientes.

A partir de R? es posible el célculo del coeficiente de correlacién multiple Ryx, x,,..x, €l
cual se aplica con el mismo significado e interpretaciéon que el coeficiente de correlacion de
Pearson R, descrito previamente, pero para un modelo de regresion multiple con mas de dos

variables:

— /R2
RY|X1,X2,...,Xk - R

Existen posteriores ajustes al coeficiente de determinacidon que penalizan el nimero de
grados de libertad del sistema, para poder evaluar dos modelos diferentes con distinto niumero

de variables y observaciones. Dicha correccién se aplica como sigue:

SSE
_ n—1 n—op k n—1
2 _p2_1_ _ p2 -1 — — 2 _
Rigy=R*=1-(1 R)n_p =557 [R n—IHn—p]
n—1

donde:

R’ = Coeficiente de determinacidn

n = Numero de datos

p =k +1=Numero de pardmetros en el andlisis

k = NUumero de variables independientes

RzAd,- sélo puede ser menor o igual a R? y no necesariamente tiene el mismo significado
que R%, ya que este parametro se corrige por el nimero de variables y observaciones integradas
al modelo. Es por eso que este coeficiente es ampliamente utilizado para la seleccion de

modelos con nimero desigual de observaciones y/o variables.
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En términos de la estadistica aplicada en las ciencias naturales, el analisis de regresién es
una herramienta esencial para el analisis de informacidn bioldgica, especialmente la regresion
no lineal, siempre y cuando se tenga la certeza de que el ajuste de los datos a un modelo de
este tipo es adecuado para la interpretacion biolégica de los parametros a partir de la
informacidén. Sin embargo, existen ciertos ajustes que linealizan los datos experimentales; no
obstante, estos modelos se deben usar con precaucion, ya que los supuestos de un modelo de
regresion lineal se pueden violar y se tiende a distorsionar el error experimental (Motulsky &
Christopoulos, 2003).

Dentro de estas transformaciones conocidas comuUnmente aplicadas para datos
obtenidos de mediciones biolégicas o quimicas, el suavizamiento de las curvas no se
recomienda, pues no hace los parametros estimados mas precisos, si no que reduce la
dispersién y el error, haciendo al intervalo y al error estdndar incorrectos (Motulsky &
Christopoulos, 2003). Por otro lado, la multiplicacion de la variable dependiente Y por una
constante es permitida y correcta, con el fin de convertir las unidades a valores mas
convenientes. Con este calculo no se modifica el ajuste, el error o los intervalos, simplemente
transformara los datos para facilitar su lectura e interpretacion.

Adicionalmente, se han realizado estudios estadisticos para establecer comparaciones
con diferentes métodos de medicidn, con el fin de establecer concordancia entre los valores
obtenidos por los distintos medios. Para esto, los ajustes logaritmicos usados para variables
clinicas son utiles, asi como los acercamientos generales de regresion, los cuales pueden ser
corroborados gréficamente (Bland & Altman, 1999). Estos errores inter-método son problemas
latentes en cualquier ciencia, para lo cual se puede cuantificar su sesgo (bias), que se representa
por una diferencia aritmética entre ambos métodos, lo cual demostrard una tendencia
consistente de un método por exceder el otro en cierto intervalo.

Para este efecto, en el dmbito médico-clinico se ha establecido el intervalo de confianza
al 95% como el estandar de oro para aceptar una diferencia entre mediciones, considerando
que en este intervalo se encontraran la mayoria de las diferencias entre las mediciones de
ambos métodos. Si se parte del supuesto de normalidad de los datos, es entonces que se espera

que el 95% de las observaciones caerdn dentro del +1.96s; (Bland & Altman, 1999). Es
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entonces donde experimentalmente se convierte en un factor indispensable el analisis del
sesgo, la variabilidad, el intervalo de medicién y la distribucién de los datos y sus métodos de
medicidén para considerar este posible factor de error adicional, ya que es posible que, en caso
de un sesgo consistente, simplemente se ajuste este error restando el promedio de la diferencia

de ambos valores cuantificados.

Por otro lado, el modelamiento por ecuaciones estructurales (SEM por sus siglas en
inglés, Structural Equation Modelling) es una técnica estadistica multivariada usada
ampliamente en investigacion médico-bioldgica, especialmente en ciencias del comportamiento
y psicologia. Esta técnica se considera una combinacién de analisis factorial con métodos de
regresidon, que permiten un analisis tanto confirmatorio como exploratorio de los datos. El
interés en estos modelos de ecuaciones estructurales se basa en constructos tedricos,
representados por factores latentes, cuya relacidn se encuentra descrita por coeficientes de
regresion o de senderos (path analysis) entre factores (Hox & Bechger, 2007).

Los modelos de ecuaciones estructurales implican una estructura de covarianzas entre
variables observadas con la construccion de las variables o factores latentes, los cuales no son
medidos directamente, pero son estimados a partir de las covarianzas de las variables
cuantificadas, asumiendo causalidad entre factores. Es por eso que multiples procedimientos
multivariados como el andlisis factorial, de discriminantes, de senderos, correlacién candnica y
la regresidn lineal son casos especiales del SEM.

Las ecuaciones estructurales a menudo se pueden representar como diagramas graficos,
o senderos, los cuales son traducidos a ecuaciones en forma matricial. Segun el planteamiento
original del analisis de senderos por el genetista Sewall Wright, en 1921, las variables medidas u
observadas son representadas por rectangulos, mientras que las variables latentes o no
medidas son representadas por circulos. Todas ellas se interconectan por flechas, donde las
flechas unidireccionales indican que la variable de la cola causa la de la cabeza, mientras que las
flechas de dos direcciones indican covarianza o correlacion, sin una interpretacién causal clara
(Hox & Bechger, 2007). Es por eso que las flechas de una cabeza representan estadisticamente

un coeficiente de regresidn, o carga del factor si es que la flecha va de un factor latente a una
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variable, mientras que las de dos cabezas indican una covarianza. Como parte del modelo, no se
asume que los factores latentes explican completamente la variacién de los datos, por lo que
cada variable observada esta asociada a un término de error residual, que no es medido y que
se representa por un circulo también.

Las ecuaciones anteriormente descritas se resuelven para ajustar el modelo planteado,
mediante el modelo clasico en Estadistica: “Datos = Modelo + Error”, con el fin de estimar los
parametros. Dicha estimacidon en los modelos por ecuaciones estructurales se realiza
habitualmente mediante los estimadores por maxima verosimilitud (Maximum Likelihood, ML),
gue asume datos multivariados distribuidos normalmente con un tamafio de muestra suficiente.

El modelamiento estadistico para SEM, como se ha comentado anteriormente, parte de
los modelos de regresidon, empledndose especificamente el método de Bentler-Weeks, el cual es
diferente de los otros modelos en que permite la posibilidad de tener variables latentes como
variables dependientes y predictores, asi como la posibilidad de que variables dependientes
sean predictores de otras variables dependientes. En este método, cada variable del modelo, ya
sea latente o medida, es una variable dependiente o independiente. Los parametros a estimar
son los coeficiente de la regresion, y las varianzas y covarianzas de las variables independientes.

Expresado en forma matricial, el modelo de Bentler-Weeks se describe como: (Ullman, 2006)

n=pn+vs

donde:

g es el niumero de variables dependientes

r es el numero de variables independientes

71 es un vector g x 1 de variables dependientes

B es una matriz g x g de coeficientes de regresidn entre variables dependientes

Yy es una matriz g x r de coeficientes de regresion entre variables dependientes e
independientes

& es un vector r x 1 de variables independientes

23



Diaz Tufinio C Andlisis estadistico de etanol en fluidos post-mortem

Por lo general, las técnicas de SEM buscan responder tres aspectos basicos de la
investigacion: si el modelo es adecuado, la significancia de los parametros estadisticos, y la
comparacion de modelos anidados (Ullman, 2006). Respecto al primer punto, lo que se mide es
si el modelo produce una matriz de covarianzas que es consistente con la matriz de la muestra
observada. En el aspecto de la significancia de los parametros estadisticos, estos son generados
bajo el supuesto implicito de que el ajuste del modelo es bueno, por lo que se tiene que analizar
primeramente el ajuste. Finalmente, el analisis de sub-modelos es posible por SEM, por lo que
se pueden probar hipdtesis diferentes a partir de sub-grupos de datos alimentados al modelo
ajustado.

Respecto al ajuste de los datos en SEM, hay diversas medidas para cuantificar la bondad
del ajuste de los modelos de ecuaciones estructurales, las cuales también cuantifican y dan
preferencia a la simplicidad del modelo, y no sélo miden el grado de ajuste del modelo a los
datos provistos. Dichos indices de bondad de ajuste se basan o estan en funcién de la prueba
estadistica le con una segunda funcidn que penaliza la complejidad del modelo. De manera
habitual, si el p-value para la prueba xz del modelo resulta mayor a 0.05, el modelo es
aceptado. Sin embargo, la Xz depende fuertemente del tamafio de muestra empleado y de la
distribucién de los datos, la cual se ha disminuido en los indices empleados para el SEM (Hox &
Bechger, 2007). Entre estos indices se destacan el Criterio de Informacidn de Akaike (AIC) y el
Error Medio Cuadratico de Aproximacidon (RMSEA, por las siglas en inglés para Root Mean
Square Error of Approximation), el cual suele ser pequefio si la estimacidn es buena,
habitualmente menor a 0.05.

Si la aproximacion del modelo no es buena, se puede recurrir al calculo e interpretacidn
de indices de modificacién, como la prueba de multiplicadores de Lagrange. Esta prueba para
cada factor indica el minimo valor en el que se reducird la prueba estadistica de Xz si el factor es
eliminado, lo cual se puede emplear para mejorar el modelo de manera secuencial y disminuir
los grados de libertad para los modelos. Adicionalmente, se pueden evaluar el error del modelo
mediante la interpretacion del error estandar. El cociente del estimador entre el error estandar
es llamado cociente critico (critical ratio, C.R.), el cual es denominado prueba de Wald en SEM.

Con esta prueba, las cargas de cada factor son consideradas significativas cuando toma valores
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mayores a +1.96 o menores a -1,96, por el 5% de significancia en una prueba doble unilateral

para datos distribuidos normalmente (Hox & Bechger, 2007).

2. Justificacion e hipétesis

Como ya se ha comentado previamente, la muestra hemadtica es el estandar por
excelencia para determinar con precision el contenido alcohdlico en casos forenses para
establecer influencia de esta sustancia al momento de la muerte (Pounder & Paul, 1998). Sin
embargo, hay ciertos casos donde el cadaver tiene escaso o nulo liquido sanguineo o su toma de
muestra es complicada, por lo que es necesario recurrir a un fluido o tejido alternativo. Es en
estas situaciones donde el profesional de las ciencias forenses se enfrenta a diversos
cuestionamientos durante el proceso y al momento de defender el dictamen.

Entre los diversos fluidos bioldgicos posibles para toma de muestra forense se
encuentran el contenido estomacal y la orina. Sin embargo, estos fluidos presentan ciertas
desventajas por multiples interferencias y una posible sobre-estimacién de la concentracion de
etanol por fermentacién alcohdlica en caso de haber microorganismos en las vias urinarias; por
glucosuria en caso de personas con diabetes (Alexander, 1998); por la fermentacién de los
alimentos en el estdmago en contacto con la flora gastrointestinal; o por el tiempo transcurrido
entre el Ultimo consumo de la bebida alcohdlica y la muerte (Pounder & Paul, 1998).

Adicionalmente, la concentracién en orina no es un indicador confiable de la
concentracion de etanol en sangre (Robertson, 2005). Para establecer una relacidn exacta de la
concentracion de etanol en orina con la de sangre es indispensable conocer el tiempo
transcurrido entre el Ultimo consumo de alcohol y la muerte, asi como el patrén de consumo de
la bebida alcohdlica, entre otros factores fisiolégicos, como la depuracion renal, retencion de
orina o vaciamiento previo de la vejiga (Papierz, Berent, Markuszewski, & Szram, 2004). Sin
embargo, como parte de las desventajas en el andlisis de casos forenses, esta informacion es
escasa, imprecisa o no se puede obtener, por lo cual se vuelve necesario recurrir a estimadores
de contenido etilico en sangre a través de modelos predictivos.

Respecto a concentraciones de etanol en multiples tejidos (rifdn y musculo), se ha

demostrado que, en casos de muerte accidental con trauma severo, una cantidad considerable
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de este compuesto es producido por contaminacidén bacteriana, principalmente por Candida
albicans (Johnson, Lewis, Angier, & Vu, 2004), lo cual convierte a este tipo de muestras en
indicadores toxicoldgicos imprecisos para casos legales, ya que se requieren métodos
adicionales de preservacion de la muestra para detener la descomposicion microbiana. Sin
embargo, existen algunos otros fluidos estudiados para aspectos toxicoldgicos que podrian
representar una buena alternativa para la toma de muestra y analisis de concentracion de
etanol para situaciones legales y forenses, como el humor vitreo en ojos o el liquido sinovial de
las rodillas (Alvarado Guevara, Raudales Garcia, & Vega Ramirez, 2008), los cuales tienen poca
posibilidad de contaminacién cruzada con otros compartimentos y ante la muerte, preservan de
manera fidedigna el estado alcohdlico del individuo previo al deceso.

En el presente trabajo, para la cuantificacion de las relaciones entre concentraciones de
etanol en distintos tejidos o fluidos, se han estudiado distintos ajustes y modelos estadisticos
(Bland & Altman, 1999; Hox & Bechger, 2007; Motulsky & Christopoulos, 2003) para establecer
la concordancia entre las mediciones realizadas. Esto se realizd con el fin de estudiar y poder
proponer muestras bioldgicas para una cuantificacién certera de etanol alternativa a la muestra
hematica tradicional y de primera eleccidon en casos de indole forense. Lo anterior se deriva de
las preguntas metodoldgicas de investigacion de este trabajo sobre si éserd posible establecer
una relacion de concentraciones de etanol entre fluidos y tejidos? ¢Podremos sustituir con
confianza estadistica la muestra hematica en caso de escasez o contaminacién por algln otro

tejido o fluido?

La relevancia del presente trabajo es que a pesar de que hay multiples estudios donde se
reporta y analiza la concentracion de etanol en sangre, fluidos o distintos tejidos (Cox, Sadler, &
Pounder, 1997; Ferrari, 2008; Johnson et al., 2004; Robertson, 2005), incluyendo multiples sitios
de muestreo de un mismo fluido (De Martinis, de Paula, Braga, Moreira, & Martin, 2006; Ozgiir
Can, Ozkara, Salacin, & Giimiistekin, 2012) y estimaciones de la variabilidad del sitio de muestra
hematica (Sylvester, Wong, Warren, & Ranson, 1998), en pocos estudios se reporta una
correlacién con rigor estadistico y un analisis exhaustivo del contenido alcohdlico en diversos

fluidos y tejidos, con referencia al contenido de etanol en sangre empleado de manera estandar
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para la determinacidn de intoxicaciones. Asimismo, existen escasos estudios en México sobre el
tema tan relevante de la toxicocinética del alcohol etilico, el cual ya se ha justificado que tiene
una relevancia mas alla de cientifica y toxicoldgica, si no social, forense y legal también, por lo

gue es relevante la contribucién al conocimiento mediante este estudio.

a. Objetivos
El objetivo general del presente proyecto es realizar un analisis estadistico observacional
comparativo de la concentracién de alcohol etilico en diferentes tejidos y fluidos bioldgicos en

cadaveres.

Los objetivos especificos del proyecto son:
1. Analizar las concentraciones de etanol por HS-GC en diferentes fluidos y tejidos
bioldgicos de cadaveres con presencia de etanol.
2. Determinar la correlacién de la concentracidn de etanol en sangre con los diferentes
fluidos y tejidos biolégicos post-mortem.
3. Establecer las bases para sugerir un modelo de varios componentes o una muestra
alternativa a la sangre, en ausencia de ésta, para la determinacidon de intoxicacién

alcohdlica.

3. Materiales y métodos

a. Toma de muestra bioldgica
El material biolégico de estudio fue colectado de cadaveres desconocidos recibidos en el
Instituto de Ciencias Forenses (InCiFo), instancia gubernamental dependiente del Tribunal
Superior de Justicia del Distrito Federal (Poder Judicial del D.F.). Las muestras de fluidos y
tejidos fueron tomadas por técnicos especializados en el anfiteatro del InCiFo durante el
procedimiento de necropsia médico-legal requerida por la ley, bajo las mas estrictas

condiciones éticas y de respeto al individuo. Asimismo, en todo momento se guardd la
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confidencialidad de los datos obtenidos de los expedientes de cada sujeto incluido en Ia
presente investigacion.

Las muestras post-mortem fueron colectadas de individuos no identificados con
sospecha de alcoholemia. Los fluidos biolégicos muestreados fueron orina, sangre, humor
vitreo, liquido sinovial y/o bilis, dependiendo de la presencia del material o de la posibilidad de
toma de muestra, obtenidos mediante aspiracidn directa con jeringa desechable y se colocaron
en tubos plasticos limpios para el traslado al laboratorio en condiciones de refrigeracion para su
posterior analisis quimico. A pesar de que existen diversos sitios anatémicos de donde se puede
obtener una muestra hematica, como la vena femoral, cava, subclavia, axilar, entre otras (De
Martinis et al., 2006; Ozgiir Can et al., 2012), en apego a los procedimientos del instituto y
segun la necropsia de ley, la muestra de sangre se tomd de la calota una vez realizada la
apertura del craneo, por considerarse ésta la sangre con menor probabilidad de contaminacion
cruzada por otros tejidos y compartimentos corporales, como el estémago, intestino, higado o
vejiga, los cuales pueden tener una incidencia directa significativa sobre las concentraciones
cuantificadas de etanol. La orina fue colectada mediante puncidn directa en la vejiga. El humor
vitreo fue obtenido por puncidén directa y aspiracién en el globo ocular. El liquido sinovial se
obtuvo por puncidn directa y aspiracion en la zona media justo bajo la rétula, obteniendo
alrededor de 0.5 mL de liquido aproximadamente (Winek, Bauer, Wahba, & Collom, 1993).

Respecto a los tejidos colectados, estos consistieron en higado, encéfalo, musculo
esquelético, pulmodn, lengua y pdncreas, dependiendo de la presencia del material o de la
posibilidad de toma de muestra, de los cuales fue seccionada directamente del cadaver con
escalpelo una superficie de 1 cm’® aproximadamente y estos fueron colocados en tubos plasticos
limpios para el traslado al laboratorio en condiciones de refrigeracién para su posterior analisis

guimico.

b. Analisis cuantitativo de etanol por HS-GC
De los fluidos colectados, se colocd 1 mL en viales para headspace (HS) de 20 mL sellados con
sello de goma. Respecto a los tejidos, se colocé 1 cm? en viales para HS de 20 mL sellados, lo

gue correspondié aproximadamente a 1 g de cada uno de los materiales bioldgicos sdlidos.
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Se analizé el contenido de etanol mediante
cromatografia de gases con la técnica de
headspace (HS). Dicha cuantificacion se realizé en
un cromatografo de gases Perkin Elmer Clarus 580
en el Laboratorio de Quimica Forense de la
Procuraduria General de Justicia del Distrito

Federal (PGIDF) (Figura 4), con un método

previamente validado para el analisis de Fig. 4. Cromatdgrafo de gases (GC)
elementos volatiles alcohdlicos en muestras bioldgicas.

El método consiste en el calentamiento de la muestra bioldgica, contenida en un vial
sellado, a 50°C en el dispositivo acoplado HS, para volatilizar los componentes con bajo punto
de ebullicién (Tiscione, Alford, Yeatman, & Shan, 2011). 100 uL del vapor obtenido del vial se
inyectan en un puerto del GC a 180°C, el cual se analiza en una columna capilar ELITE 5 de 30 m,
con un flujo de 12.9 mL/min de N, como gas de arrastre. El programa del horno, en una corrida
de 4 min de duracién total, consta de una temperatura inicial de 60°C por 2 min,
posteriormente una rampa de temperatura de 30°C/min hasta los 90°C, la cual se mantiene por
1 min. La deteccion se lleva a cabo mediante ionizacion a la flama (FID) a 200°C. Se usé como
estdndar interno etanol grado reactivo, el cual se adiciond directamente a la muestra al ponerla

en el vial del HS.

c. Andlisis estadistico
El analisis realizado se basdé en un estudio observacional, donde los datos de los sujetos
ingresados sélo fueron seleccionados basados en la alcoholemia positiva, y no por algin otro
criterio de inclusién/exclusién, por lo que no se controlaron las variables demograficas de los
sujetos tomados en cuenta para el analisis de su concentracién etilica en los fluidos o tejidos
bioldgicos.

La captura de los datos, el andlisis estadistico descriptivo, los graficos de barras y de
regresion fueron realizados en el software Microsoft® Excel para Mac, versién 15.23 (Microsoft,

2016). Los andlisis de regresiéon multiple y el cdlculo de intervalos de confianza para los
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parametros de la regresidon fueron ejecutados en el programa GraphPad® Prism versién 7.0 para
Mac (GraphPad® Software, La Jolla California USA). EI modelamiento por ecuaciones
estructurales fue realizado en el programa estadistico especializado EQS, Versiéon 6.1
(Multivariate Software®, Inc. Copyright P.M. Bentler, 1985 — 2006).

Para evaluar los modelos de regresién y determinar su utilidad, se analizaron los
siguientes pardmetros (de la Garza Garcia et al., 2013), la mayoria de los cuales fueron descritos

en la seccion 1.b del presente trabajo:

Coeficiente de determinacién (R°)

- Coeficiente de determinacion ajustado o corregido (RZAd,-)

- Coeficiente de correlacion (R)

- Coeficiente de correlacion multiple (Ry|x, x,,...x,)

- Error estandar del estimado (Sg)

- Varianza de los residuales (S%)

- Estadistico de Durbin-Watson (DW), el cual cuantifica la auto-correlacion entre las
variables, por lo tanto implica que sus residuos en un periodo especifico estan
relacionados con los residuos en otro periodo, es decir, la correlacidon de los errores

en el tiempo. Su estadistico de prueba esta definido como:

_ Yi—o(er — &_1)?

?:1(&)2

DW,

donde:
& = Error organizado cronoldgicamente en el tiempo t

&1 = Error ordenado cronolégicamente en el tiempo t-1

El valor del estadistico oscila entre 0 y 4, donde un valor cercano a 0 indica que existe
una auto-correlacion positiva, mientras que un valor cercano a 4 indica auto-correlacién
negativa entre las variables. Un valor cercano a 2 (habitualmente 1.5 < DW < 2.5) implica que la
hipétesis nula no fue rechazada, por lo que no existe auto-correlacion (de la Garza Garcia et al.,
2013), y por lo tanto se confirma la independencia de la variable aleatoria “residuos” para los

datos analizados.
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Por otra parte, el ajuste robusto (Robust fit) en los modelos de regresion, realizado con
el programa estadistico GraphPad® Prism version 7.0, consta en un modelo de regresidon que
deja fuera del analisis a los valores extremos, ya que asume que la distribucion de residuales
sigue una distribucion normal o Gaussiana y elimina los valores que salen de esta o la
influencian (Motulsky & Christopoulos, 2003). Posterior a la identificacidon y exclusidon de estos
valores, los cuales se contabilizan en los resultados, se procede a efectuar la suma de minimos

cuadrados para establecer la regresién de los datos alimentados.

4. Resultados y discusiones

a. Estadisticas descriptivas y andlisis exploratorio de los datos
Se tomaron muestras bioldgicas, fluidos y tejidos post-mortem de 67 caddveres desconocidos,
63 masculinos y 4 femeninos, los cuales fueron seleccionados por presentar alcoholemia
positiva. Se registraron las variables demograficas de peso y edad, donde los promedios (+ s.e.)
de los occisos incluidos en el analisis estadistico fueron de 82.5 + 2.2 kg y 35 + 2 afios. Las
frecuencias relativas se muestran en la figura 5.

De cada muestra bioldgica obtenida de los cadaveres, dependiendo de la presencia del
material o de la posibilidad de toma de muestra, se resumen los conteos totales de

observaciones por fluido y tejido muestreado en la tabla 1.

Tabla 1. Relacidn del fluido o tejido con el nUmero de observaciones colectadas

Muestra bioldgica Conteo

(Fluido o tejido) (n)
1 Sangre 67
2 Orina 52
3 Humor 66
4 Higado 66
5 Cerebro 40
6 Pulmoén 35
7 Sinovial 26
8 Musculo 27
9 Lengua 22
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10 Bilis 14
11 Pancreas 13
12 Tejido Adiposo 1
13 Corazén 1
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Fig. 5. Histogramas de frecuencias relativas de las variables peso [kg] (a) y edad [afios] (b) de los sujetos incluidos
en el andlisis, con una gréfica de distribucién normal sobrepuesta.

Dependiendo de la cantidad de observaciones obtenidas por fluido y tejido fue posible
hacer los andlisis estadisticos subsecuentes, siendo los datos mas completos los de los fluidos
sangre, orina y humor vitreo, y de los tejidos el hepdtico, seguido por cerebro y pulmén. En Ia
figura 6 se presenta un resumen de las concentraciones de cada fluido o tejido cuantificado
para este estudio con mas de dos observaciones. Dicha grafica es de utilidad para los aspectos
descriptivos y exploratorios preliminares, como para confirmar la variabilidad calculada y
reportada en la tabla 2. A partir de estos datos, por ejemplo, son destacables los altos

coeficientes de variacion para las concentraciones de los tejidos Higado y Pancreas.
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Fig. 6. Concentracion de cada fluido o tejido cuantificado para este estudio +/- s.d.

Se hicieron los andlisis estadisticos y de correlacién con los tejidos o fluidos que

contaban con al menos dos observaciones, por lo que con los datos de tejido adiposo y corazén

no se realizd ningun analisis posterior, ya que sélo se logré recabar una medicién de estos

tejidos. A continuacidn se resumen las estadisticas descriptivas de las concentraciones de etanol

en cada tejido o fluido muestreado. Con fines de estandarizacién, las unidades reportadas son

mg/100 mL para el caso de fluidos y mg/100 g para el caso de tejidos sélidos (Tabla 2).

Tabla 2. Estadisticas descriptivas de las concentraciones de etanol en cada tejido o fluido muestreado

[mg/100mL o mg/100g]

Muestra Media s.d. s.e. | Minimo | Mediana | Maximo | CV [%]
Sangre 233.44 | 108.35 | 13.24 | 27.68 199.26 538.17 | 46.4%
Orina 273.97 | 119.05 | 16.51 3.50 261.12 539.02 | 43.5%
Humor 231.89 | 111.77 | 13.76 7.58 215.31 552.68 | 48.2%
Higado 148.89 | 111.76 | 13.76 27.25 116.05 688.70 | 75.1%
Cerebro 163.11 | 58.32 | 9.22 31.65 153.75 290.64 | 35.8%
Pulmén 158.55 | 72.86 | 12.32 | 39.36 138.64 340.55 | 46.0%
Sinovial 217.12 | 110.54 | 21.68 0.00 221.63 496.82 50.9%
Musculo 142.80 60.99 | 11.74 15.87 146.96 277.87 | 42.7%
Lengua 185.15 67.88 | 14.47 | 88.36 182.71 344.58 36.7%
Bilis 253.91 82.04 | 21.93 | 158.95 241.14 454.12 32.3%
Pancreas 178.19 | 142.59 | 39.55 | 15.36 151.82 619.01 | 80.0%
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Como parte del andlisis exploratorio de datos, se calcularon las diferencias de las
concentraciones individuales de cada tipo de muestra con respecto a la sangre, y se obtuvieron
la media, desviacién estandar (s.d.) y error estandar (s.e.), el cual se graficé. En la Figura 7 se
pueden observar dichos resultados, de los cuales podemos comentar que, como era de esperar
por la toxicocinética del etanol (ver seccion 1.a.ii del presente trabajo), en fluidos de excrecion,
como es la orina y la bilis se detecta una concentracidn mayor respecto a la sangre. Por otro
lado, en los tejidos higado, pulmén y musculo se detectaron las menores concentraciones
respecto a la sangre, ya que se sabe que en dichos tejidos se presenta actividad metabdlica por
los mecanismos de ADH y MEOS (Lieber, 1977), ademds de por el menor contenido acuoso de
estos tejidos sélidos en comparaciéon con las otras muestras bioldgicas liquidas analizadas.
Finalmente, el liquido sinovial, cerebro y humor vitreo presentan una diferencia pequefia, e

incluso se incluye el 0 en el intervalo de la media * s.e. en los primeros dos mencionados.

! M Pancreas-Sangre
Bilis-Sangre

¥ Lengua-Sangre
= Mdsculo-Sangre
M Sinovial-Sangre
B Pulmoén-Sangre
M Cerebro-Sangre
¥ Higado-Sangre
B Humor-Sangre

B Orina-Sangre

-100.00 -80.00 -60.00 -40.00 -20.00 0.00 20.00 40.00

Fig. 7. Diferencias de la concentracion de cada fluido o tejido menos la concentracién de etanol en sangre.
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Fig. 8. Cociente de las concentraciones de cada fluido o tejido entre la concentracion de etanol en sangre.
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M Cociente tejido/sangre [Calabuig, 2004] ® Cociente tejido/sangre [Esta investigacion]

Fig. 9. Cocientes de concentraciones de etanol de diferentes tejidos con respecto a la alcoholemia reportada en
referencias bibliograficas (Calabuig & Villanueva Cafiadas, 2004) y en esta investigacion.
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En la figura 8 se graficaron las medias * s.e. de los cocientes de las concentraciones por
espécimen bioldgico entre la concentracion en sangre, lo cual confirma el cociente mayor a 1
para la orina y la bilis (una concentracidon de etanol mayor en dichos fluidos) por la razén de
eliminacidn toxicocinética explicada arriba. Ademas, se confirman los menores cocientes para
las concentraciones de higado, pulmdn y musculo, asi como un cociente de practicamente 1 en
humor vitreo, mientras que en liquido sinovial el error estandar incluye la unidad del cociente.

Tras el analisis exploratorio anterior, se identificaron como muestras bioldgicas de
interés en este estudio toxicocinético de etanol la orina y la bilis, con el objetivo de cuantificar la
repercusion de excrecion del toxico. Ademas, se consideraron los tejidos que demostraron una
alta tasa de degradacién de etanol, por sus concentraciones menores que en sangre, que son
higado, pulmén y musculo esquelético. Finalmente, por su equivalencia en concentraciones con
respecto a la sangre, se identificaron el humor vitreo y el liquido sinovial como posibles
muestras alternativas a la hematica, cuyos datos seran analizados a manera de equivalencia con
respecto a las concentraciones sanguineas.

Con la intencién de buscar una validez externa para el presente estudio con lo reportado
en la literatura, se encontrd en la bibliografia que ya se han descrito previamente los cocientes
de las concentraciones de etanol de diferentes tejidos, como cerebro, musculo e higado, con
respecto a la concentracion de etanol sanguinea (Calabuig & Villanueva Cafiadas, 2004). Por lo
tanto, se compararon dichos valores (Figura 9) encontrando un valores muy cercanos para los
cocientes puntuales de cerebro y del promedio de los tejidos, dentro de los cuales sélo se
considerd higado, cerebro, pulmdn y musculo para ser equivalente a las condiciones de estudio
reportadas por Calabuig (2004). Respecto a los cocientes tejido/sangre para musculo e higado,
se encontrd una supra-estimacion en los valores de este estudio. Esto puede deberse
principalmente a la etapa de la muerte y el tipo de muestreo realizado en los distintos estudios,

asi como las condiciones de consumo de etanol previo al deceso.

b. Correlacion y regresion de concentracion de fluidos en muestras biolégicas

Primeramente, se estudid la relacién de la alcoholemia con variables demograficas como

el peso corporal, mediante una regresion lineal simple, en la cual se encontré un coeficiente de
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correlacién negativo, aunque con una bondad de ajuste bastante baja (R* = 0.03) (Figura 10). La
aparente relacidn inversa entre ambas variables, aunque probablemente resulte no
significativa, se puede explicar desde la perspectiva fisioldgica, ya que a mayor peso, - y por lo
tanto, mayor superficie y volumen de liquido corporal -, la distribucién del téxico en el cuerpo
es mayor y muy rapida, sin presentar union a proteinas plasmaticas (Jones & Holmgren, 2001)
como se ha comentado previamente en el marco teérico, por lo que la concentracidn en sangre

podria ser ligeramente menor que en sujetos con menor peso-superficie corporal.

600
y=-1.1284x+317.12
R%+0.02969
500 > -
400 z L J
L T S
o 300 * L 4
) - + * g
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3 = \%’\0\0
200 - L J * 4k dbd o
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Fig. 10. Correlacién de la concentraciéon de alcohol en sangre [mg/100 mL] con el peso corporal del individuo [kg].

Por otro lado, de acuerdo con los estudios realizados por Jones y colaboradores sobre la
concentracion de etanol entre sangre venosa y humor vitreo (Jones & Holmgren, 2001), basados
en los modelos estadisticos de analisis de datos clinicos propuestos previamente por Bland y
Altman (1999), se realizé el andlisis de concordancia entre las concentraciones aritméticas de
etanol de las diferentes muestras biolégicas con respecto a la sangre (Figuras 11 - 17) sélo de
variables seleccionadas como relevantes tras el analisis exploratorio de los datos (paneles a).
Esta propuesta estadistica (Bland & Altman, 1999), especialmente utilizada en ciencias médicas
y bioldgicas, parte del supuesto que la concordancia entre métodos no debe ser probada
respecto a si existe o no, si no que debe ser cuantificada mediante las diferencias individuales

de las observaciones. Es asi que dichos investigadores discuten vy justifican que los métodos
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estadisticos comunes de prueba de hipdtesis, correlacidn, regresién y comparacion de medias
son tendenciosos e inapropiados, mientras que la cuantificacidon del sesgo es la interpretacion
mas correcta para la practica clinica.

En dichas graficas se identifica la media de la diferencia (sesgo) en la linea sélida central,
y en lineas punteadas se indican los limites de referencia para la concordancia a 95% (+1.96
s.d.) (Bland & Altman, 1999). Asimismo, se incluyen en los andlisis de las figuras 11 a 17 las
diferencias vs. promedios de los datos de concentracion de etanol transformados a logaritmo
natural (paneles b).

A continuacidon se anexan las graficas en orden de acuerdo con el sub-grupo planteado
anteriormente en el analisis exploratorio: primeramente la orina y la bilis, por su interés en la
eliminacidon del etanol; posteriormente se mencionaran los tejidos hepatico, pulmonar y
muscular, por su evidencia metabdlica al encontrar menor concentracién en dichos tejidos que
en sangre; y finalmente se mencionaran los fluidos humor vitreo y liquido sinovial, como
posibles muestras alternativas a la hematica por su equivalencia en concentracion de etanol en

cadaveres.
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Fig. 11. a) Grafica de las diferencias de concentracidon de orina y sangre vs. promedio de ambas concentraciones.
b) Gréfica de las diferencias de los logaritmos naturales de las concentracidn de orina y sangre vs. promedio de los

Ln de ambas concentraciones.
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Fig. 12. a) Grafica de las diferencias de concentracién de bilis y sangre vs. promedio de ambas concentraciones.
b) Gréfica de las diferencias de los logaritmos naturales de las concentracién de bilis y sangre vs. promedio de los
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Fig. 13. a) Grafica de las diferencias de concentraciéon de higado y sangre vs. promedio de ambas concentraciones.
b) Gréfica de las diferencias de los logaritmos naturales de las concentracion de higado y sangre vs. promedio de los
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Fig. 14. a) Grafica de las diferencias de concentracién de pulmén y sangre vs. promedio de ambas concentraciones.
b) Gréfica de las diferencias de los logaritmos naturales de las concentracidn de orina y sangre vs. promedio de los

42

Ln de ambas concentraciones.



Diaz Tufinio C Anilisis estadistico de etanol en fluidos post-mortem

a)

-50
-100

-150

Musculo-Sangre

-250

-300

b)

03
0.1
-0.1
-03
-05
-0.7

-0.9

Ln(M Usculo)-Ln(Sangre)

-1.1

-13

-15

-1.7

+1.965d=54.34

L ]
0 ° 50 100 .IS(P ° : 200 250 300 350 400
. P
o °
N . ° Media = -78.37
° L J
[ )
o
o
° [ ]
o
[ ]
-1.96 5d=-211.07
[ ]
Media Mdsculo y Sangre
+1.965d=0.26
[ ]
3 3.5 4 45 o5 o .‘ 55 6
o
. ° ° [} °
° © . Media = -0.42
° 4 -
° R L] ® (]
[ )
° -1.965d=-1.10
[ ]

Media Ln(Musculo) y Ln(Sangre)
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Fig. 16. a) Grafica de las diferencias de concentracién de humor vitreo y sangre vs. promedio de ambas
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Como se puede observar en las gréficas anteriores (Fig. 11 a 17), tras realizar el analisis
de concordancia entre mediciones (Bland & Altman, 1999; Jones & Holmgren, 2001), los datos
se distribuyen de una manera adecuada dentro del intervalo al 95% indicado en cada cuadrante.
Esto indica que para todas las variables analizadas, se confirma que mads del 90% - y en algunos
casos incluso el 95% - de las observaciones se encuentran dentro de una desviacién estandar, ya
que el numero de observaciones que exceden este margen esta entre 1 y 5 para las variables
estudiadas. Mds aun, se observa que la transformacion logaritmica de los datos para calcular las
diferencias y las medias aritméticas no tuvo impacto en el ajuste de los datos, ya que
practicamente en todos los casos el mismo numero de observaciones excedid la primera
desviacién estandar marcada entre los datos naturales y log-transformados.

Continuando con el analisis de los datos anteriores, se realizaron regresiones lineales
simples de las graficas de dispersidon de las restas contra las medias de las concentraciones
analizadas (fluido o tejido con respecto a sangre), tanto con los datos en escala aritmética como
transformados a logaritmo natural. A partir de estas regresiones se pudo confirmar que salvo las
concentraciones de etanol en higado y musculo con respecto a la sangre, los demas fluidos y
tejidos no presentan una evidencia de correlacion significativa entre estas variables calculadas,
con coeficientes R> maximos de 0.12 y pendientes de la recta menores a 0.3. Sin embargo, para
el tejido hepdtico, se encontré6 que a medida que se incrementa el promedio de las
concentraciones, el valor de la resta entre ellas parece hacerse mas negativo (indicando una
mayor concentracidn sanguinea con respecto a la hepatica), calculando una pendiente m =-0.71
con una R* = 0.253 (Fig. 13.a). Dicha correlacién desaparece con la transformacién a Ln, como
puede ser visualizado en la Fig. 13.b. Por otro lado, para el tejido muscular también se registra
una tendencia en los datos sin transformar con la misma tendencia descrita para el tejido
hepatico, calculando una m = -0.562 con una R?= 0.337 (Fig. 15.a).

Finalmente, se puede concluir acerca del analisis sobre las diferencias y concordancias
entre métodos propuesto por Bland y Altman (1999), que la consideracion de las diferencias
entre las mediciones individuales resulta interesante para poder cuantificar los sesgos presentes
en cada una de las muestras biolédgicas, como fue discutido anteriormente. Con esto, se

confirma lo evidenciado desde la Figura 7, sobre que la cuantificacién en orina y bilis supra-
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estiman la alcoholemia, mientras que la mediciéon de todos los demas fluidos y tejidos sub-
estiman la concentracién de etanol en sangre. Dentro de este analisis, los fluidos orina, humor
vitreo y liquido sinovial tienen el menor sesgo (media de las diferencias), siendo este maximo en

los tejidos con evidencia de capacidad metabdlica (higado, pulmén y musculo).

Otros analisis estadisticos realizados sobre los datos de concentracién de etanol
obtenidos, con el objetivo de establecer una variable alternativa a la concentracidn hematica de
etanol, fueron ajustes de regresion lineal para cada una de las variables estudiadas contra la
alcoholemia. A partir de ahi, se analizaron los coeficientes de regresién y las bondades de ajuste
individualmente, como se muestra en las figuras 18 a 24. En todos los casos, como se ha
descrito anteriormente con fines de estandarizacion, las unidades de concentracion de los
fluidos estan reportadas en mg/100 mL, mientras que los valores de concentracion de muestras

bioldgicas sdlidas estan en unidades de mg/100 g.
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Fig. 18. Gréfica de correlacion mediante regresion lineal de las variables concentracidn de alcohol en orina [mg/100
mL] vs. concentracidn en sangre [mg/100 mL].
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Fig. 19. Gréfica de correlacién mediante regresion lineal de las variables concentracion de alcohol en bilis [mg/100
mL] vs. concentracion en sangre [mg/100 mL].
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Fig. 20. Grafica de correlacion mediante regresion lineal de las variables concentracion de alcohol en higado
[mg/100 g] vs. concentracién en sangre [mg/100 mL].
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Fig. 21. Gréfica de correlacién mediante regresion lineal de las variables concentracién de alcohol en pulmén
[mg/100 g] vs. concentracién en sangre [mg/100 mL].
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Fig. 22. Gréfica de correlacidn mediante regresion lineal de las variables concentracién de alcohol en musculo-

esquelético [mg/100 g] vs. concentracidn en sangre [mg/100 mL].
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Fig. 23. Gréfica de correlacidn mediante regresion lineal de las variables concentracién de alcohol en humor vitreo
[mg/100 mL] vs. concentracion en sangre [mg/100 mL].
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Fig. 24. Gréfica de correlacion mediante regresion lineal de las variables concentracidon de alcohol en liquido
sinovial [mg/100 mL] vs. concentracién en sangre [mg/100 mL].

50



Diaz Tufinio C Andlisis estadistico de etanol en fluidos post-mortem

En la tabla 3 se muestra un resumen de los coeficientes obtenidos de los ejercicios de
regresion lineal simple mostrados en las graficas anteriores con Microsoft® Excel,
complementado con los intervalos de confianza para la pendiente y la ordenada al origen, asi
como la significancia del modelo de regresidn, calculado con GraphPad®Prism. De esta tabla de
resumen se desprende que todos los modelos de regresion de estas variables con referencia a la
concentracion en sangre son significativos. Adicionalmente, la correlacion de la concentracion
de liquido sinovial con sangre es la mejor de acuerdo a los datos, teniendo el coeficiente de
correlaciéon (R* = 0.74), la cual ademds incluye a la unidad (valor de 1) en el intervalo de
confianza al 95% calculado para su pendiente.

Enseguida, con una bondad de ajuste menor que la del analisis de liquido sinovial, se
encuentra el modelo de orina contra sangre, que también presenta un buen ajuste a los datos
(R*> = 0.63), estando su pendiente cercana a la unidad, que la incluye en el IC al 95%.
Posteriormente se puede ver que el humor vitreo puede ser un fluido util para determinar
concentracién de alcohol en sangre, sin embargo su R® se encuentra baja, en 0.54. El tejido
hepatico contra sangre muestra el coeficiente de correlacion mds bajo (0.21), seguido de la bilis
(0.35), por lo que resultaron ser los modelos menos significativos. Finalmente, las pendientes de
los tejidos higado, pulmdn y musculo, confirman la sub-estimacién sistematica al calcular la

alcoholemia en caso de tomar éstas como muestras bioldgicas de referencia.

Tabla 3. Resumen de los coeficientes de regresion lineal y de correlacion de las concentraciones de etanol en las
muestras bioldgicas contra alcoholemia.

Muestra bioldgica m IC 95% b IC 95% R? F p-value
Orina 0.86 (0.6713, 1.046) 75.84 28.05-123.6 0.63 84.95 < 0.0001
Bilis 0.73 (0.07400, 1.389) 90.95 -64.53 - 246.4 0.35 5.997 0.0323
Higado 0.47 (0.2383, 0.7067) 36.27 -24.77 -97.31 0.21 16.27 0.0002
Pulmoén 0.59 (0.3298, 0.7605) 17.84 -24.97 - 86.43 0.49 26.67 < 0.0001
Mdusculo 0.43 (0.2368, 0.6154) 52.71 6.104 - 99.32 0.49 21.68 0.0001
Humor Vitreo 0.75 (0.5788, 0.9258) 56.20 11.54 - 100.9 0.54 75.12 < 0.0001
Liquido Sinovial 0.87 (0.6508, 1.097) 22.81 -33.48 -79.10 0.74 65.57 < 0.0001

Con el fin de ejemplificar el andlisis de residuales efectuado con todos los modelos
lineales obtenidos anteriormente, en la figura 25 se grafican los residuales sélo del modelo de

regresion lineal simple de las variables orina vs. sangre. En el panel a se puede observar que los
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residuales se distribuyen de manera normal, por mostrar un buen ajuste a la recta, cumpliendo
los supuestos de normalidad de residuales del modelo. Por otro lado, en el panel b se observa
que la grafica Q-Q (cuantil-cuantil) también muestra un buen ajuste a la recta. Sin embargo, en
este ultimo panel se destaca la presencia de 3 datos aberrantes (uno en los valores estimados
bajos y dos en los valores estimados altos), los cuales fueron eliminados del analisis de regresién

para efectos de tener un ajuste robusto, como se explicard mdas adelante y se muestra en la

tabla 4.
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Fig. 25. Analisis de residuales obtenidos de la regresidn lineal simple de las variables concentracion de alcohol en
orina vs. concentracion en sangre.
a) Gréfica de probabilidad normal de los residuales.
b) Grafica Q-Q de los valores estimados por la regresion contra los residuales del modelo.

Procediendo con el analisis de regresion, y con el fin de mejorar las estimaciones entre
variables, se ejecuté un modelo de regresion con ajuste robusto (robust fit) con el programa
GraphPad®Prism. El objetivo de esta prueba fue generar un modelo sin la influencia de los

valores extremos en las observaciones (outliers). Se resumen en la tabla 4 ademas de los
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parametros de la regresién (pendiente m y ordenada al origen b), la suma de cuadrados robusta
(RSS) y la desviacidn estandar robusta de los residuales (RSDR), la cual puede ser interpretada
como una desviacidn tipica sin influencia de los valores extremos, ya que consiste en la distancia
desde las observaciones a la linea de regresidn, y tiene las mismas unidades que la variable Y
(Motulsky & Christopoulos, 2003). Esta se calcula como la desviacién de los datos dentro del
68.27% de los valores, multiplicado por n/(n-K), donde K es el nimero de parametros ajustados.

Como conclusion de esta tabla se puede mencionar que las pendientes de los modelos
para orina y humor vitreo mejoraron su cercania a la unidad, por lo que se concluye que hay 3y
4 valores extremos en las observaciones de estas variables respectivamente que estan
influyendo las pruebas estadisticas. Por otro lado, la variable pulmén también presentd cambios
en sus parametros por la mejoria del ajuste, a pesar de no tener datos extremos en sus
observaciones. Respecto a los modelos de bilis, musculo y liquido sinovial, no se presentd un
cambio sustancial en los valores de m y b con el mejor ajuste tras la eliminacién de los valores
extremos, que fueron 1, 1 y 0, respectivamente. Finalmente, la variable higado, tras la
eliminacidn de 5 datos fuera de la tendencia, no presentd un cambio drdstico en los pardmetros

de su regresion.

Tabla 4. Resumen de los coeficientes de regresidn del ajuste robusto de las concentraciones de etanol en las
muestras bioldgicas contra alcoholemia.

Valores con el . Valor

mejor ajuste Bondad de ajuste ex:r:nf:s

m b RSS RSDR eliminados
Orina 0.9823 | 50.16 | 32.97 44.09 3
Bilis 0.7363 | 65.92 | 8.283 41.89 1
Higado 0.5169 | 11.73 | 45.87 38.91 5
Pulmédn 0.7278 | 1.363 | 19.91 42.78 0
Musculo 0.4955 | 49.25 | 16.49 26.92 1
Humor 0.9897 | 10.67 | 45.98 44.57 4
Sinovial 0.8968 | 21.22 | 12.72 57.22 0

Cabe destacar que, dada la eliminacion de los datos extremos u outliers, que pueden ser
identificados facilmente como puntos fuera de la generalidad en las figuras 11 a 17, asi como en

el grupo de figuras 18 a 24 y en los analisis de residuales, se puede comprobar que el ajuste de
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los datos en relacidon con la concentracion sanguinea de etanol exhibe un comportamiento
lineal. Es por eso que un ajuste de regresidn no lineal no es recomendado, ya que solo
complicaria el modelo sin presentar ninguna ventaja notoria en la descripcién de los datos por

una ecuacion.

Como parte de los andlisis de regresion multiple ejecutados con el software EQS, se
analizaron el total de las variables, su covarianza y su correlacién, que en forma de matriz, se

obtuvo lo siguiente para las correlaciones:

Género Peso Edad SangrICF Sangre Orina Humor Higado Cerebro Pulmén Sinovial
Género 1.0000
Peso -0.3174 1.0000
Edad -0.2583 -0.0658 1.0000
SangrICF -0.0860 0.0421 0.6869 1.0000
Sangre -0.1311 0.5669 0.3495 0.7670 1.0000
Orina -0.2979 0.3557 0.6792 0.6669 0.6287 1.0000
Humor -0.4020 0.3901 0.6370 0.6098 0.5789 0.9892 1.0000
Higado -0.2770 0.2755 0.4364 0.0417 -0.0540 0.6738 0.7219 1.0000
Cerebro -0.5067 0.2319 0.4864 0.0096 0.0287 -0.0197 -0.0046 0.0487 1.0000
Pulmén 0.1387 0.3362 0.2401 0.3436 0.5555 -0.0700 -0.1528 -0.4758 0.5321 1.0000
Sinovial 0.1147 0.1409 0.3740 0.7378 0.8031 0.2493 0.1502 -0.4674 0.1520 0.7906 1.0000
Cronbach's alpha = 0.773

A pesar de haber mds de 70 observaciones en la base de datos, en el cruce de las 11
variables, solo se contabilizaron 8 casos para la matriz. Sin embargo, analizando el parametro
del alfa de Cronbach, que resulté mayor a 0.7, se puede afirmar que la matriz de correlacién es
fiable. Para esto, se identificaron los valores con mayores coeficientes de correlacién con
respecto a la variable sangre y, tal como se esperaba por las regresiones lineales realizadas
previamente, las variables orina, humor vitreo y liquido sinovial, asi como pulmdn, resultaron ser

las mas relacionadas.

Por lo tanto, con el objeto de realizar regresiones multiples con las variables medidas, se
probaron varios modelos inter-relacionando distintos grupos de variables con la concentraciéon
en sangre como variable de respuesta. Se evaluaron los mejores modelos basados en el p-value
del ANOVA, coeficientes de correlacion y de correlacién ajustado, ya que se realizaron

regresiones con diferente nimero de variables y niumero de observaciones. En adicién, se
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considerd el estadistico de Durbin-Watson (DW), el cual mide la independencia de los residuales
para confirmar uno de los supuestos del modelo, el cual se esperé entre 1.5<DW<2.5,

idealmente muy cercano a 2, para confirmar una completa independencia de los residuales.

Modelo 1. Regresion de las variables de concentraciones de etanol en orina y humor

vitreo con la variable dependiente concentracion de etanol en sangre.

ANALYSIS OF VARIANCE

Source SUM OF SQUARES DEF MEAN SQUARES F P
REGRESSION 422418.008 2 211209.004 52.031 0.000
RESIDUAL 194847.499 48 4059.323

TOTAL 617265.507 50

Dependent Variable = Sangre

Number of obs. = 51

Multiple R = 0.8272

R-square = 0.6843

Adjusted R-square = 0.6712

F( 2, 48) = 52.0306

Prob > F = 0.0000

Std. Error of Est. = 63.7128

Durbin-Watson Stat.= 2.0050

HETERO-
ORDINARY SCEDASTIC
VARIABLE B STD. ERROR STD. ERROR BETA t P
Intercept 41.685 22.791 34.135 1.221 0.228
Orina -0.003 0.266 0.349 -0.003 -0.008 0.994
Humor 0.776 0.269 0.340 0.830 2.285 0.027

El modelo planteado, significativo estadisticamente, en forma de ecuacién, resulta ser el

siguiente:

Sangre = 41.685 - 0.003*Orina + 0.776*Humor
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Este modelo tiene una correlacion de alrededor de 68% en el coeficiente de correlaciony
67% en su parametro ajustado, por lo que se podria estimar con esta precisién la concentracién
hematica de etanol si es que se alimentan al modelo los datos de concentracion de orina y
humor vitreo. Sin embargo, por los valores obtenidos de p-value, el modelo 1 se podria mejorar
retirando la variable orina del analisis (por un p-value >> 0.05) y ajustando un modelo con las
variables sangre vs. humor vitreo. Sin embargo, de este analisis resultaria un modelo de
regresion lineal, el cual ya se ha demostrado que es significativo y explicativo en los andlisis

realizados previamente (tablas 3 y 4).

Modelo 2. Regresion de las variables de concentraciones de etanol en humor vitreo y

liquido sinovial con la variable dependiente concentracion de etanol en sangre.

ANALYSIS OF VARIANCE

Source SUM OF SQUARES DEF MEAN SQUARES F P
REGRESSION 174575.739 2 87287.869 34.200 0.000
RESIDUAL 53597.903 21 2552.281

TOTAL 228173.641 23

Dependent Variable = Sangre

Number of obs. = 24

Multiple R = 0.8747

R-square = 0.7651

Adjusted R-square = 0.7427

F( 2, 21) = 34.1999

Prob > F = 0.0000

Std. Error of Est. = 50.5201

Durbin-Watson Stat.= 2.2680

HETERO-

ORDINARY SCEDASTIC
VARIABLE B STD. ERROR STD. ERROR BETA t P
Intercept 14.120 29.181 44.837 0.315 0.756
Humor 0.427 0.168 0.958 0.435 0.445 0.661
Sinovial 0.492 0.171 0.860 0.491 0.572 0.574
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El modelo planteado, significativo estadisticamente, en forma de ecuacién, resulta ser el
siguiente:

Sangre = 14.120 + 0.427*Humor + 0. 492* Sinovial

Este modelo tiene una correlacion de alrededor de 77% en el coeficiente de correlacién y
74% en su parametro ajustado, por lo que se podria estimar con mayor precision que el modelo
anterior la concentracion hematica de etanol si es que se alimentan al modelo los datos de
concentracion de humor vitreo y liquido sinovial. Sin embargo, por los valores obtenidos de p-
value, el modelo 2 se podria mejorar retirando la variable humor vitreo del anélisis (por tener el
mayor p-value) y ajustando un modelo con las variables sangre vs. liquido sinovial, aunque de
este resultaria un modelo de regresion lineal, el cual ya se ha demostrado que es significativo y

explicativo en los analisis realizados previamente (tablas 3 y 4).

Modelo 3. Regresion de las variables de concentraciones de etanol en orina, humor

vitreo y liquido sinovial con la variable dependiente concentracidn de etanol en sangre.

ANALYSIS OF VARIANCE

Source SUM OF SQUARES DEF MEAN SQUARES F P
REGRESSION 172408.404 3 57469.468 31.417 0.000
RESIDUAL 25609.130 14 1829.224

TOTAL 198017.534 17

Dependent Variable = Sangre

Number of obs. = 18

Multiple R = 0.9331

R-square = 0.8707

Adjusted R-square = 0.8430

F( 3, 14) = 31.4174

Prob > F = 0.0000

Std. Error of Est. = 42.7694

Durbin-Watson Stat.= 2.2068

HETERO-
ORDINARY SCEDASTIC
VARIABLE B STD. ERROR STD. ERROR BETA t P
Intercept -56.064 33.086 37.237 -1.506 0.154
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Orina 0.786 0.349 0.360 0.831 2.181 0.047
Humor -0.491 0.402 0.942 -0.480 -0.521 0.610
Sinovial 0.749 0.165 0.903 0.652 0.830 0.421

El modelo planteado, significativo estadisticamente, en forma de ecuacidn, resulta ser el

siguiente:

Sangre =-56.06 + 0.786*0rina — 0.491*Humor + 0.749* Sinovial

Este modelo tiene una correlacion de alrededor del 85%, tanto en el coeficiente de
correlacién como en su parametro ajustado, por lo que se podria estimar con bastante precision
la concentracion hemadtica de etanol si es que se alimentan al modelo los datos de
concentracion de orina, humor vitreo y liquido sinovial. Esta férmula podria ser de utilidad para
los investigadores forenses en caso de que no esté disponible una muestra sanguinea, pero se
pueda determinar el contenido alcohdlico en orina y en compartimentos poco comunes, como
el ojo para la obtencién de humor vitreo y la rodilla para la extraccion de liquido sinovial.

Sin embargo, por los valores obtenidos de p-value, el modelo 3 se podria mejorar
retirando la variable humor vitreo del andlisis (por tener el mayor p-value) y ajustando un
modelo con las variables sangre vs. orina y liquido sinovial. A pesar de ello, se destaca que la
variable liquido sinovial tiene también un p-value alto (p >> 0.05), por lo que la Unica variable
significativa resultara ser orina, que con respecto a la variable sangre, resultara una regresion
lineal que ya se ha probado previamente y es significativa en los andlisis anteriores (tablas 3 y

4).

Adicionalmente, y dado que se encontraron también variables correlacionadas con la

concentracion de etanol en orina en la matriz de correlacidn, se realizé un modelo de regresion

multiple con la concentracidn en orina como variable dependiente, mostrado a continuacidn:
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Modelo 4. Regresion de las variables de concentraciones de etanol en sangre, humor

vitreo e higado con la variable dependiente concentracion de etanol en orina.

ANALYSIS OF VARIANCE

Source SUM OF SQUARES DEF MEAN SQUARES F P
REGRESSION 651468.369 3 217156.123 176.481 0.000
RESIDUAL 55371.551 45 1230.479

TOTAL 706839.920 48

Dependent Variable = Orina

Number of obs. = 49

Multiple R = 0.9600

R-square = 0.9217

Adjusted R-square = 0.9164

F( 3, 45) = 176.4810

Prob > F = 0.0000

Std. Error of Est. = 35.0782

Durbin-Watson Stat.= 1.8974

HETERO-
ORDINARY SCEDASTIC
VARIABLE B STD. ERROR STD. ERROR BETA t P
Intercept 38.965 12.060 13.889 2.806 0.007
Sangre -0.015 0.082 0.137 -0.014 -0.111 0.912
Humor 0.978 0.094 0.116 0.972 8.434 0.000
Higado -0.000 0.070 0.201 -0.000 -0.001 0.999

El modelo planteado, significativo estadisticamente, en forma de ecuacién, resulta ser el

siguiente:

Orina = 38.965 - 0.015*Sangre + 0.978*Humor - 0.000*Higado

Este modelo tiene una correlacion de alrededor del 92%, tanto en el coeficiente de
correlacién como en su parametro ajustado, por lo que se podria estimar con precisién la
concentracion de etanol en orina, para inferir la eliminacién, si es que se alimentan al modelo

los datos de concentracién de sangre y humor vitreo, ya que el coeficiente para los datos de
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concentracion hepatica no fueron significativos y se estimé su contribucion al modelo en 0.000.
Debido a que el valor de p del coeficiente de regresidon para higado fue practicamente 1, se
procedio a realizar la eliminacion de esta variable con el fin de intentar mejorar el ajuste de los
datos al modelo, mostrado en el modelo 5.

Adicionalmente, a manera de ejemplificacidon sobre los andlisis de residuales realizados
con los modelos de regresion multiple explicados en esta seccién, se muestra en la figura 26 las
graficas de los residuales del modelo 4. En el panel a se puede observar que los residuales se
distribuyen de manera normal, por mostrar un buen ajuste a la recta, cumpliendo los supuestos
de normalidad de residuales del modelo. Por otro lado, en el panel b se observa que la grafica
Q-Q (cuantil-cuantil) en general también exhibe un buen ajuste a la recta. Sin embargo, en este

ultimo panel se destaca un sesgo hacia la no normalidad en las estimaciones de mayor valor.

a ) Normal Probability Plot

Expected Normal Value

-100 -80 60 -40 20 0 20 40 60 80 100
RESID3
b) Quantile-Quantile Plot
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-60 1

-804
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Fig. 26. Analisis de residuales obtenidos de la regresién lineal multiple de las variables explicativas de concentracion
de etanol en sangre, humor vitreo e higado vs. concentracién de etanol en orina.
a) Gréfica de probabilidad normal de los residuales.
b) Grafica Q-Q de los valores estimados por la regresion contra los residuales del modelo.
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Modelo 5. Regresion de las variables de concentraciones de etanol en sangre y humor

vitreo con la variable dependiente concentracion de etanol en orina.

ANALYSIS OF VARIANCE

Source SUM OF SQUARES DEF MEAN SQUARES F P
REGRESSION 665124.561 2 332562.281 278.076 0.000
RESIDUAL 57405.039 48 1195.938

TOTAL 722529.601 50

Dependent Variable = Orina

Number of obs. = 51

Multiple R = 0.9595

R-square = 0.9205

Adjusted R-square = 0.9172

F( 2, 48) = 278.0764

Prob > F = 0.0000

Std. Error of Est. = 34.5823

Durbin-Watson Stat.= 2.0285

HETERO-
ORDINARY SCEDASTIC
VARIABLE B STD. ERROR STD. ERROR BETA t j9)
Intercept 36.805 11.640 12.906 2.852 0.006
Sangre -0.001 0.078 0.107 -0.001 -0.008 0.994
Humor 0.971 0.073 0.079 0.960 12.352 0.000

El modelo planteado, significativo estadisticamente, en forma de ecuacién, resulta ser el

siguiente:

Orina = 36.805 - 0.001*Sangre + 0.971*Humor

Este nuevo modelo no presenta una mejoria notable respecto al modelo anterior
(modelo 4), ya que la correlacion permanecié alrededor del 92%, tanto en el coeficiente de
correlacién como en su parametro ajustado. No obstante, es de notar que se podria estimar con
bastante precision la concentracidn de etanol en orina, para estimar eliminacidon del compuesto

toxico, si es que se alimentan al modelo los datos de concentracidon de sangre y humor vitreo.
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Sin embargo, en este escenario el coeficiente de regresion de la variable sangre resulta
practicamente 0 y muy poco significativo (p = 0.994), por lo que con el fin de mejorar el modelo
se procede a retirar esta variable. Con esto, el modelo de regresion lineal univariada de la
variable orina contra humor vitreo, significativo estadisticamente, en forma de ecuacion resulta

ser el siguiente:

Orina =36.770 + 0.970*Humor

Dado que al final, este ultimo modelo resulta ser una regresion lineal, es posible graficar
los datos, mostrados en la figura 27. En esta figura se puede visualizar una correlacidon con buen
ajuste (R* = 92.06%), a pesar de que los coeficientes no cambiaron de manera notoria si se
analizan los modelos de regresidon lineal multiple para la variable dependiente orina con las
variables explicativas humor vitreo, sangre e higado. Es altamente probable que estas variables
se encuentren relacionadas desde la perspectiva de la actividad metabdlica y de depuracion de

la sustancia.

700

y-=0.9701x+36.77
600 R2=0.92055

500 * "

400
- / 4

300 >

Orina

200

100

0 100 200 300 400 500 600

Humor

Fig. 27. Gréfica de correlacidon mediante regresién lineal de las variables concentracién de alcohol en humor vitreo
[mg/100 mL] vs. concentracién en orina [mg/100 mL].
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Este ultimo modelo podria ser de utilidad para los cientificos forenses, principalmente
con fines de investigacion, para la correlacidn de concentracidon sanguinea y urinaria en caso de
que se desee estimar la eliminacién renal de etanol, siempre y cuando sea posible determinar el
contenido alcohdlico en sangre y en compartimentos poco comunes, como el ojo para la
obtencion de humor vitreo. Este modelo seria mas relevante en caso de conocer otras variables,
como la hora de muerte y el ultimo tiempo de consumo de etanol antes de la muerte, lo cual

podria ser estudiado y confirmado en investigaciones futuras.

Como mejoras a los modelos estadisticos de regresion lineal simple y multiple analizados
anteriormente, se plantea la consideracion del tiempo transcurrido desde la ultima ingesta
hasta la muerte y la cantidad de alcohol ingerida, que como se ha comentado previamente, son
datos dificiles de obtener en el contexto forense. Adicionalmente es relevante incluir la
aportacion de las variables género, edad y peso, las cuales seran analizadas mas adelante como

parte de las ecuaciones estructurales modeladas para este trabajo.

C. Modelos estructurales (SEM)
Tras estudiar y cuantificar la relacidon entre variables individuales y multiples, se probaron
distintos modelos de ecuaciones estructurales para el estudio del impacto de las variables
demograficas (edad, género y peso) sobre los datos de concentraciones de etanol en los
distintos fluidos bioldgicos. Tras probarse varios escenarios con factores latentes, variables
cuantificadas, interrelaciones diferentes entre ellas, y conectando las variables demograficas
como explicativas, muchos modelos resultaron no significativos o sobre-definidos. Sin embargo,
en las figuras 28, 29 y 30 se presentan los diagramas de senderos de algunos modelos que
resultaron ser significativos y explicativos, con base en los parametros de bondad de ajuste del

modelo (p-value y el RMSEA), asi como en la significancia de sus variables.
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Fig. 28. Diagrama de senderos para SEM con un escenario planteado sobre el impacto de las variables demograficas
en la alcoholemia, y a su vez ésta impactando la concentracién en orina y humor vitreo.

Los errores de las 3 variables explicadas se plantearon covariantes entre ellos. El modelo
mostrado en la figura 28, en forma de ecuaciones, se asignd sélo con variables medidas y
resulta ser el siguiente:

Sangre = Peso + Género + Edad + Error
Orina = Sangre + Error

Humor = Sangre + Error

El resumen de los pardmetros de bondad de ajuste arrojados para el modelo una vez

ejecutado fueron los siguientes:

GOODNESS OF FIT SUMMARY FOR METHOD = ML

INDEPENDENCE MODEL CHI-SQUARE = 144.102 ON 15 DEGREES OF FREEDOM
INDEPENDENCE AIC = 114.102 INDEPENDENCE CAIC = 74.149

MODEL AIC = -9.564 MODEL CAIC = -30.872
CHI-SQUARE = 6.436 BASED ON 8 DEGREES OF FREEDOM
PROBABILITY VALUE FOR THE CHI-SQUARE STATISTIC IS .59848
THE NORMAL THEORY RLS CHI-SQUARE FOR THIS ML SOLUTION IS 6.375.

64



Diaz Tufinio C Andlisis estadistico de etanol en fluidos post-mortem

FIT INDICES

BENTLER-BONETT NORMED FIT INDEX = . 955

BENTLER-BONETT NON-NORMED FIT INDEX = 1.023

COMPARATIVE FIT INDEX (CFI) = 1.000

BOLLEN'S (IFI) FIT INDEX = 1.011

MCDONALD'S (MFI) FIT INDEX = 1.020
JORESKOG-SORBOM'S GFI FIT INDEX = . 947
JORESKOG-SORBOM'S AGFI FIT INDEX = .861

ROOT MEAN-SQUARE RESIDUAL (RMR) = 86.348

STANDARDIZED RMR = .099

ROOT MEAN-SQUARE ERROR OF APPROXIMATION (RMSEA) = .000
90% CONFIDENCE INTERVAL OF RMSEA ( .000, .162)
RELIABILITY COEFFICIENTS

CRONBACH'S ALPHA = . 740

De acuerdo a los indicadores de ajuste, se puede concluir que el modelo es bueno vy
explica la variable de respuesta, ya que en la prueba de 2, el estadistico de prueba es no
significativo; el indice de Bentler-Bonett resulté mayor a 0.95; el RMSEA es de 0.000, con un IC
al 90% de (0.000, 0.162); el alfa de Cronbach es mayor a 0.70, lo cual indica que el modelo es
confiable; sin embargo, el RMR es un valor pequeno, aunque mayor que 0.08, lo cual puede
indicar que el modelo tiene oportunidad de mejora en el ajuste (Hox & Bechger, 2007).
Finalmente, las ecuaciones de este modelo resultaron como se describen a continuacion, donde
se indican también los coeficientes de correlaciéon R corregidos de Bentler-Raykov entre las

variables dependientes y los predictores.

Sangre = 0.35*Peso + 0.14*Género — 0.08*Edad + 0.999*Error
[R*=0.001]
Orina = -0.444*Sangre + 1.362*Error
[R*=0.550]
Humor = 1.102*Sangre + 0.719*Error
[R*=0.593]

Como se puede deducir por los coeficientes de correlacion calculados para el modelo de

ecuaciones estructurales propuesto, la variable dependiente Sangre no es bien descrita por las
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variables demograficas género, edad y peso, lo cual era de esperarse ya que la poblacién de

estudio practicamente estuvo compuesta sélo de caddveres masculinos.

Sinovial

Figure X: EQS 6 eq03.eds Chi Sq.=2.55 P=0.86 CFI=1.00 RMSEA=0.00

Fig. 29. Diagrama de senderos para SEM con un escenario planteado sobre el impacto de las variables demograficas
y la alcoholemia en la concentracion de etanol en orina, humor vitreo y liquido sinovial.

El modelo mostrado en la figura 29, en forma de ecuaciones, se asignd sélo con variables

medidas y resulta ser el siguiente:

Orina = Sangre + Peso + Género + Edad + Error
Humor = Sangre + Peso + Género + Edad + Error

Sinovial = Sangre + Peso + Género + Edad + Error

Se planted que los errores de las 3 variables explicadas fueran covariantes entre ellos. El
resumen de los parametros de bondad de ajuste arrojados para el modelo una vez ejecutado

fueron los siguientes:

GOODNESS OF FIT SUMMARY FOR METHOD = ML

INDEPENDENCE MODEL CHI-SQUARE = 96.074 ON 21 DEGREES OF FREEDOM
INDEPENDENCE AIC = 54.074 INDEPENDENCE CAIC = 21.210
MODEL AIC = -9.451 MODEL CAIC = -18.841
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CHI-SQUARE = 2.549 BASED ON 6 DEGREES OF FREEDOM
PROBABILITY VALUE FOR THE CHI-SQUARE STATISTIC IS .86293
THE NORMAL THEORY RLS CHI-SQUARE FOR THIS ML SOLUTION IS 2.246.

FIT INDICES

BENTLER-BONETT NORMED FIT INDEX = .973
BENTLER-BONETT NON-NORMED FIT INDEX = 1.161
COMPARATIVE FIT INDEX (CFI) = 1.000
BOLLEN'S (IFI) FIT INDEX = 1.038
MCDONALD'S (MFI) FIT INDEX = 1.142
JORESKOG-SORBOM'S GFI FIT INDEX = . 949
JORESKOG-SORBOM'S AGFI FIT INDEX = .763
ROOT MEAN-SQUARE RESIDUAL (RMR) = 160.536
STANDARDIZED RMR = .110
ROOT MEAN-SQUARE ERROR OF APPROXIMATION (RMSEA) = .000
90% CONFIDENCE INTERVAL OF RMSEA ( .000, .190)
RELIABILITY COEFFICIENTS
CRONBACH'S ALPHA = .808

El modelo, como se observa arriba, se identifica como bueno y explica las tres variables
de respuesta, ya que en la prueba de y 2, el estadistico de prueba es no significativo; el indice de
Bentler-Bonett resulté mayor a 0.95; el RMSEA es de 0.000, con un IC al 90% de (0.000, 0.190);
el alfa de Cronbach es 0.808, lo cual indica que el modelo es confiable. Sin embargo, el RMR
estandarizado es un valor mayor que 0.08, lo cual puede indicar que el modelo tiene
oportunidad de mejora en el ajuste (Hox & Bechger, 2007). Finalmente, las ecuaciones del
modelo resultaron como se describen a continuacion, donde se indican también los coeficientes
de correlacién R® corregidos de Bentler-Raykov entre las variables dependientes y los

predictores entre corchetes:

Orina = 0.756*Sangre + 0.039*Peso - 0.047*Género + 0.087*Edad + 0.646*Error
[R*=0.582]
Humor = 0.713*Sangre + 0.019*Peso — 0.150*Género - 0.022*Edad + 0.684*Error
[R*=0.532]
Sinovial = 0.882*Sangre — 0.081*Peso + 0.161*Género — 0.100*Edad + 0.425*Error
[R*=0.819]
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Como se puede deducir por los coeficientes de correlacidn calculados para el modelo de
ecuaciones estructurales propuesto, las variables dependientes orina, humor y sinovial son
descritas por las variables demograficas género, edad, peso y sangre. De las tres variables
dependientes analizadas, la que mejor se explica por las variables predictoras es Ia

concentracion de etanol en liquido sinovial, como se observa en el coeficiente de correlacidn RZ.

Se probaron también

modelos de ecuaciones - - . . . R
estructurales  con  factores | Odes
(variables latentes) entre las . . .. T A S

_ N " g
variables demograficas y las = | paope —» @ ST
concentraciones de etanol en -+ - Fig.30. Diagrama de senderos para SEM

. . . Edad S con un escenario planteado sobre el
fluidos. Sin embargo, dichos o oP e

. impacto de las variables demograficasy la

modelos ajustados, como el o alcoholemia en una variable latente que

“explica la concentracidn de etanol en orina.
mostrado en la Figura 30,

[ Figure X: EQS 6 eq09.eds Chi Sq.=6.52 P=0.16 CFI=0.01 RMSEA=0.13 |

muestran  valores de AIC

inferiores a los de los modelos de las Figuras 28 y 29, asi como criterios de bondad de ajuste que
indican un modelo de menor calidad que los anteriores (indices de Bentler-Bonett menores a
0.95; RMSEA y RMR altos; alfas de Cronbach menores a 0.70, etc.), lo cual indica que los

modelos no son confiables ni explicativos, a diferencia de los anteriormente expuestos.

En conclusién sobre el modelamiento de ecuaciones estructurales, este método es muy
util para las ciencias cuantitativas, en donde existe la posibilidad de modelar variables latentes o
factores no cuantificados que explican parte de las variables de respuesta. No obstante, para
ello es esencial comprender y analizar los parametros explicativos de las ecuaciones
estructurales, asi como las medidas de bondad de ajuste, para poder discernir entre un buen
modelo y un modelo que no se explica adecuadamente con las ecuaciones propuestas.

Mediante la integracidn de diversas herramientas estadisticas, como la regresién lineal

simple, multiple, correlaciones matriciales, andlisis de factores, entre otras, es posible resolver y
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proponer diversos sistemas para explicar variables a través de factores latentes y variables
cuantificadas. Sin embargo, para poder proponer dichos modelos inicialmente es necesaria una
comprensién profunda del problema, de las variables y del campo de estudio, ya que la
interpretacion de los resultados es uno de los puntos criticos para poder generar un sistema de

ecuaciones estructurales explicativo, significativo y util para la investigacion.

5. Conclusiones y perspectivas

La investigacion forense en nuestro pais y en el mundo emplea de manera rutinaria el
analisis de etanol en sangre como prueba para confirmar ingesta y/o intoxicacion alcohdlica
para una correcta imparticidon de justicia. Sin embargo, en algunos casos los investigadores se
enfrentan a la falta de muestra hematica para poder realizar este analisis quimico. Es por eso
que es relevante y justificable realizar esfuerzos en el area de la toxicologia aplicada,
complementada con herramientas estadisticas, para poder contribuir con conocimiento y
evidencias de soporte en este tema.

A través del presente trabajo fue posible realizar un analisis y correlacion de
concentracion de etanol de diferentes fluidos (orina, humor vitreo, liquido sinovial y bilis) y
tejidos (higado, musculo-esquelético, pulmdn, pancreas) para compararlos con la concentracién
de etanol en sangre, el cual es el estandar de oro en toxicologia forense.

Como se confirmé gracias a la aplicacién de multiples pruebas estadisticas, los resultados
son explicables con base en la toxicocinética del etanol y el metabolismo o almacenamiento de
cada fluido y tejido, ademads de que se confirma la utilidad de otros tejidos y fluidos bioldgicos
para evaluar y determinar intoxicacién alcohdlica en ausencia de sangre. Sin embargo, y como
se ha comentado previamente, es relevante el conocimiento preciso sobre el tiempo y patron
de consumo de las bebidas alcohdlicas antes de la muerte, datos que en contadas ocasiones se
obtienen, por lo cual se hace necesario recurrir a estimadores de contenido etilico en sangre a
través de modelos predictivos a partir de otros fluidos o tejidos.

A través de un catdlogo de técnicas estadisticas, como andlisis de concordancia de
métodos, regresion lineal simple, no lineal, multiple, correlacion y modelamiento por

ecuaciones estructurales, los resultados obtenidos en el presente trabajo retoman la
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informacién reportada y aportan nuevo conocimiento al campo, con sustento cientifico
toxicoldgico y evidencia estadistica.

Finalmente, respondiendo a las preguntas de investigacion sobre si sera posible
establecer una relacién de concentraciones de etanol entre fluidos y tejidos, se confirma que a
través de métodos de regresidn y correlacion de variables con referencia a la concentracién en
sangre, se ha logrado establecer paradmetros numéricos de correlacién entre la concentracion
de etanol en 7 diferentes tejidos y fluidos corporales. Por lo demds, en respuesta a la segunda
pregunta sobre si es posible sustituir con confianza estadistica la muestra hematica en caso de
escasez o contaminacion por algun otro tejido o fluido, con los resultados derivados del trabajo
aqui expuesto se han planteado modelos matematicos significativos y explicativos para estimar
la concentracion de etanol en sangre a partir de los otros fluidos cuantificados. Sin embargo, y
como perspectiva para este proyecto, se considera necesario explorar mas posibilidades con
datos de etanol en otros fluidos, asi como incrementar el tamano de muestra estudiado y
ampliar el perfil demografico de los sujetos incluidos en el estudio observacional, para
robustecer los analisis estadisticos propuestos mediante este analisis.

Adicionalmente, es necesaria una evaluacién y validacidon de los modelos, para lo cual
para un futuro proyecto, se plantea la continuacion de la colecta de valores de concentracidn de
etanol en fluidos contra los datos sanguineos. De esta forma, serd posible un andlisis y
comparacion estadistica de los valores de concentracién calculados contra medidos en los
diversos modelos propuestos para determinacién de alcoholemia. Esto posibilitara un mayor
soporte cientifico y estadistico para la estimacién de la concentracién de etanol en sangre con
fines legales y forenses a partir de otros tejidos o fluidos. No obstante, este proyecto aporta un
grano de arena en un campo del conocimiento interdisciplinario, con el fin de resolver
problemas y situaciones practicas de la vida real mediante el conocimiento aplicado de la

estadistica.
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