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¢{QUE ES LA MUERTE POR SUMERSION
O AHOGAMIENTO HUMEDO?

Existen en la literatura numerosas definiciones de muerte por sumersion. Una de
las mas aceptadas es la del 1= Congreso Mundial sobre Ahogamientos, Organizacion
Mundial de la Salud (2016): que la define como «el proceso conducente a la impo-
sibilidad de respirar debido a sumersién/inmersion en un liquido». Posteriormente,
Concheiro Carro & Suarez Peniaranda (2004) definen la sumersion, en sentido mé-
dico legal, como la muerte o el trastorno patoldégico producidos por la introduccion
de un medio liquido, habitualmente agua, en las vias respiratorias.

Segtn la Organizacion Mundial de la Salud (2016), cada afo se producen en el
mundo 372.000 defunciones por ahogamiento —lo que representa 42 decesos por
hora— de los cuales mas de la mitad de las victimas son menores de 25 afios y mas
del 90% ocurren en paises de bajos recursos. Es considerada como una de las 10
causas principales de muerte de personas entre 1 y 24 anos de edad.

¢{COMO OCURRE LA MUERTE POR SUMERSION?

El diagnéstico se basa esencialmente en datos etioldgicos, anatémicos y bioldgicos
relacionados con las modificaciones que resultan del ingreso de liquidos en el to-
rrente circulatorio (Tabbara & Dérobert, 1962).

Las etapas del ahogamiento himedo (Idris ez al., 2003; Raffo & Bonnet, 1980;
Vallejo, Azparren & Valverde, 2012) consisten en:

1) Estado de sorpresa. Cuando ocurre la aspiracién de agua (duracion entre 5
y 10 segundos).
2) Apnea voluntaria (duracién de aproximadamente 1 minuto).
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3) Respiracién profunda desencadenada por presentar estado de hipoxia, hi-
percapnia y acidosis. Ademas, el ingreso del liquido irrita la mucosa bronquial,
provocando la formacién de una espuma viscosa y rosada denominada «hongo de
espuma» (duraciéon 1 minuto).

4) Paro respiratorio, seguido de la disfuncion de multiples 6rganos y convul-
siones. (duracién 1 minuto).

5) La ultima fase es la muerte ocasionada por una fuerte hipoxia en los tejidos,
los principales 6rganos afectados son el corazon y el cerebro. Es por esto que la
principal causa de muerte en victimas de ahogamiento hospitalizadas es el desarro-
llo de encefalopatias posthipdxicas con o sin edema cerebral (duracion entre 3 y 4
minutos).

La temperatura del agua puede influir en cémo se produce el deceso. En el
caso en que supere los 35°C (punto de termoneutralidad, cuando el calor perdido
se equipara al calor ganado), como por ejemplo en un bafio de inmersion con agua
caliente, la muerte se puede desencadenar por epilepsia en individuos que presentan
alteraciones en la termorregulacion o defectos genéticos. En cambio, a temperaturas
por debajo de los 25°C el cuerpo comienza a responder mediante un shock térmico,
que se intensifica entre los 10-15°C. Cuando la temperatura del agua se encuentra por
debajo de los 15°C se reduce considerablemente la etapa 2 (cuando ocurre la apnea
voluntaria) y aumenta la incidencia de arritmias, aumentando las posibilidades de
ahogamiento. Se considera que la temperatura corporal asociada a la muerte por
inmersion en agua fria es de 25°C, aunque hay registros de resucitacion exitosa de
un adulto con una temperatura corporal cercana a los 13,7°C. (Bierens, Lunetta, &
Warner, 2016).

¢{QUE SON LAS MICROALGAS?

Las algas son un conjunto de organismos, en su mayoria microscopicos, que realizan
fotosintesis y viven fundamentalmente en el agua, aunque hay algunas que pueden
hallarse fuera de ella (sobre suelo himedo, rocas, corteza de arboles y hasta en pelos
y plumas de animales acuaticos). LLas microalgas son algas microscopicas y gene-
ralmente, unicelulares, frecuentes tanto en ambientes marinos como continentales
y se considera que son la principal fuente del oxigeno que respiramos (Graham,
Graham & Wilcox, 2009)

Las células de las algas suelen estar cubiertas por una pared celular, cuya natura-
leza quimica varia de un grupo al otro. Puede ser organica o inorgénica y en algunos
casos puede estar reforzada por el depésito de cristales de silice o de carbonato de
calcio o por otros compuestos, como fenoles y algenanos, que le dan resistencia ante
la accion de agentes quimicos o la degradacion por los organismos descomponedores
(Graham et al., 2009).

Las algas mas comunes en casi todo tipo de ambientes acuaticos son las diatomeas
(tienen cubiertas silicificadas), las algas azules (cianobacterias) y las algas verdes (cloro-
fitas), aunque también pueden encontrarse representantes de otros grupos (Fig. 1)
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Figura 1. Microalgas frecuentes en cuerpos de agua continentales. A-B: diatomeas. A. Cocconeis
sp.; B. Epithemia sp. (flecha); C-D: cianobacterias. C. Anabaena sp. (flecha), D. Microcystis sp.; E-F:
algas verdes. E. Pandorina sp.; F. Scenedesmus sp. (gentileza de la Dra. Angela Juarez, FCEyN, UBA);
G: ocrofita; H: dinoflagelado.
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La relacion entre las algas y el medio que las rodea (su ecologia) comenz6 a
interesar a los investigadores desde que pudieron observarlas al microscopio (descu-
bierto por A. van Leewenhoek en el siglo XVII) y ya en el siglo XVIII, Wahl (1876)
publica un articulo sobre algunas de sus aplicaciones.

{QUE INFORMACION PUEDEN APORTAR LAS MICROALGAS?

En la fase de inhalacion profunda, las microalgas que estan suspendidas en el agua
ingresan al cuerpo, penetran la barrera capilar-alveolar y las que son menores que
30um (enteras o fragmentadas) podran ser transportadas por circulacién activa, a
través de los capilares, a diferentes 6rganos y tejidos donde finalmente se acumulan
(Lunetta, Penttild & Hallfors, 1998; Pollanen, 1997; Sidari, Di Nunno & Melato,
1999). De esta manera, en los distintos érganos de una victima de muerte por su-
mersion se podran encontrar algas o restos de algas que vivian en el lugar donde
se produjo el deceso.

V. Ravenstorf, en 1904, fue el primero en proponer el uso de algas con cubier-
tas silicificadas (diatomeas) para el diagnodstico de muerte por sumersion (Ludes &
Coste, 1996).

¢QUE ORGANOS SE UTILIZAN PARA EL ANALISIS?

Como mencionamos en el apartado anterior, las microalgas ingresan al cuerpo por
circulacion activa y se acumulan en érganos tan distantes entre si como el cerebro,
los rinones, los pulmones y la médula 6sea (LLudes & Coste, 1996).

La mayoria de las investigaciones realizadas para determinar muerte por su-
mersion mediante el estudio de diatomeas utilizan como principales 6rganos a los
pulmones, los rifiones, el bazo y el cerebro. Los pulmones son el primer lugar
donde se esperaria encontrar microalgas pero alli también se pueden acumular las
que son transportadas por el aire y que fueron inhaladas por la victima a lo largo de
su vida. Si bien el anadlisis de las algas recuperadas del tejido pulmonar no tendria,
entonces, un gran valor diagnoéstico, Auer y Mottonen (1988) concluyen, a partir
del estudio de 107 cuerpos y manteniendo las condiciones adecuadas para evitar
contaminacion, que si no se hallan diatomeas en los pulmones tampoco se hallaran
en los demas 6rganos.

Cuando el cuerpo se encuentra en avanzado estado de descomposicion, el teji-
do mads apropiado para analizar es la médula 6sea debido a que el hueso recubre y
aisla a la médula de cualquier contaminacion externa mientras esté en el agua y se
mantenga intacto (Chandrasiri, 2001; Pollanen, 1997).

Hiirlimann et al. (2000) comprobaron que la proporciéon de microalgas que
ingresan a 6rganos como pulmén, duodeno y estomago es de 10 o 100 veces menor
que la del agua donde fue hallado el cuerpo, y que contindan disminuyendo en
un orden entre 100 y 1000 al llegar a la cavidad cardiaca, los rifiones y la médula
Osea. Bortolotti, Del Balzo & Tagliaro (2011) también encontraron una diferencia
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significativa entre el nimero de diatomeas recuperadas del pulmoén y las halladas
en una muestra de médula 6sea esternal.

Desde el trabajo pionero de Ravenstorf, el diagndstico de muerte por sumersion
se realizo casi exclusivamente mediante la bisqueda de cubiertas celulares (o frag-
mentos de ellas) de las diatomeas, por lo que se denominé «test de diatomeas».

Este test ha sido aceptado por muchos autores (Hendey, 1973; Neidhart &
Greendyke, 1967; Pachar & Cameron, 1992; Peabody, 1977, 1980; Timpermann,
1972) pero no hay una aceptacion total de que las diatomeas puedan ser indicado-
res precisos de muerte por sumersion, ya que hay reportes que también indican
que pueden ser encontradas en organos de personas fallecidas por causas diferentes
(Foged, 1983; Gylseth, Mowé & Watson, 1979; Schellmann & Sperl, 1979). Sin
embargo, Diaz-Palma, Alucema & Maidana (2009) consideran razonable suponer
que esos casos representan falsos positivos debidos ya sea a contaminacion de las
muestras o al estilo de vida de la victima (nadador de mar o de rio, por ejemplo).
Solo recientemente se incorporaron al diagndstico, como otras evidencias, los restos
de cubiertas de otras microalgas que también viven en los cuerpos de agua, por lo
que estos dltimos autores proponen denominarlo «test de microalgas».

Al analizar la bibliografia, llama la atencion la falta de estandarizacion respecto
a qué organos se van a estudiar y como se los va a procesar para realizar el test, ya
que a lo largo de los anos se cuestionan los resultados arrojados por este andlisis sin
que haya un estudio riguroso que los avale.

PROTOCOLO DE RECOLECCION DE LAS MUESTRAS
EN LOS LABORATORIOS FORENSES

1. Preparacion del material

a) Preparacion de agua destilada libre de diatomeas (ALD).— Como el pe-
rito debe tener la seguridad de que, si encuentra microalgas en las muestras que
va a analizar, estas s6lo hayan ingresado al cuerpo por circulacién activa y como
consecuencia del fendomeno de sumersion, todo el material que se use para este test
debera ser lavado previamente con agua destilada que no contenga diatomeas (ALD)
ni restos de otras algas.

Para esto, lo recomendable es utilizar agua microfiltrada, que se puede comprar
o se la puede preparar filtrando agua destilada con un filtro de fibra de vidrio o te-
flén, de poro no mayor de 0,45 um. No conviene utilizar papel de filtro porque pue-
de contener diatomeas procedentes de la pasta de papel (Teschke & Demers, 2001).
Si no se pudiera realizar el filtrado, entonces, y como ultimo recurso, se puede dejar
decantar agua destilada, por 12 h y protegida del polvo ambiental, en un recipiente
previamente lavado y enjuagado 3 veces (también con agua destilada). Después de
ese tiempo, se puede utilizar el agua de la parte superior del recipiente, cuidando
de no agitarla. Esto es porque, como las microalgas son mas pesadas que el agua,
caeran rapidamente por su peso y se depositaran en el fondo del recipiente.
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b) Lavado de las herramientas.— Las herramientas que se destinen para este
test no deben haber sido usadas para otros fines porque podrian haberse contami-
nado.

Todas las herramientas y materiales no descartables que se vayan a utilizar de-
beran haber sido mantenidos en remojo, al menos 24 h, en una solucion preparada
con 100 g de carbonato de sodio (Na,CO,) y 900 ml de agua destilada, a aproxima-
damente 80-90°C.

Luego de transcurrido ese tiempo, se enjuaga el material 3 o 4 veces con agua
destilada y finalmente, se le dan 2 enjuagues con ALD. Todo puede dejarse secar a
temperatura ambiente siempre protegido del polvo. Nunca debe usarse papel para
el secado, pero si fuera necesario realizar un secado rapido, salvo que el material sea
plastico, se puede usar una estufa.

Una vez seco, el material debe guardarse protegido del polvo ambiental, por
ejemplo, envuelto en papel de aluminio.

2. Obtencion de las muestras

En todos los casos, y si el volumen de muestra lo permite, lo ideal es guardar una
parte de cada una como copia de resguardo. Todas las muestras, una vez colocadas
en el recipiente adecuado, deberan conservarse refrigeradas hasta su envio al perito
correspondiente.

a) Tejidos cadavéricos.— 1) Médula osea. Una vez seleccionado el hueso para
el analisis (esternén, fémur, hiimero), deberia ser lavado cuidadosamente con ALD,
antes de abrirlo y antes de extraer la médula con una herramienta adecuada (previa-
mente lavada como se indic6 en el apartado anterior), con el fin de no contaminar
la muestra.

La muestra sera colocada en un frasco rotulado que haya sido previamente
lavado con ALD, secado y pesado, es conveniente que el frasco ya contenga algin
disolvente de tejidos, previamente testeado para asegurarse de que no contenga mi-
croalgas. Luego de colocada la muestra de tejido en su interior, el frasco debera ser
pesado nuevamente a fin de calcular el peso de muestra obtenido. Este dato debera
figurar en el recipiente que se envie al perito.

11) Sangre. Si el corazén no contuviera un volumen adecuado de sangre en su
interior, lo ideal es realizar un lavado de la cavidad cardiaca con ADL, utilizando
jeringas descartables. Se debe rotular el envase, registrando el volumen de liquido
extraido del cuerpo.

Si fuera necesario adicionar algin anticoagulante, debera controlarse que este
también esté libre de microalgas. Para verificarlo, se pueden centrifugar unos 10ml
del reactivo a utilizar, descartar el sobrenadante y observar el residuo bajo micros-
copio, con un aumento de, al menos, 400X. En un caso que analizamos en nuestro
laboratorio, verificamos la presencia de dinoflagelados en una muestra de EDTA,
usado regularmente como anticoagulante en un laboratorio forense).
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u1) Orros organos (higado, rision, pulmon, etc.). El 6rgano a analizar debera lavarse
una vez extraido, con ALD. Con una herramienta adecuada, libre de microalgas,
se cortara una porcion de tejido de, aproximadamente, 2cm?® y se la colocara en un
recipiente limpio, previamente pesado y rotulado.

3. Muestras del lugar del hecho

En el caso de hallar restos de microalgas en los tejidos cadavéricos, es conveniente
comparar las especies encontradas con las que regularmente viven en el lugar donde
se hall6 el cuerpo a fin de determinar si, efectivamente, ese fue el lugar donde se
produjo el deceso. Para esto, se deberan obtener muestras de agua y sedimento.

Es muy importante que las muestras se tomen cuando se recupera el cuerpo
de la victima, ya que los ambientes acuaticos sufren cambios estacionales o inte-
ranuales.

Como respuesta a estos cambios, también la composicion de especies en general
y la de los ensambles de especies dominantes, en particular, en cada época del ano
suelen presentar diferencias (Round, 1971; Stevenson, Pan & van Dam, 2010), no
s6lo porque ocurren reemplazos en las especies de algas que viven en el lugar sino
porque también aparecen (vivas o muertas) las que son transportadas por la corriente
en diferentes momentos del afo.

Es conveniente que se informe al perito el tipo de ambiente del que proceden
las muestras (lago, laguna, rio, arroyo, etc.) y sus caracteristicas mas relevantes (pro-
fundidad aproximada, presencia de vegetacion marginal, velocidad de la corriente,
etc.).

a) Muestras de agua.— Deber4 utilizarse un envase limpio de 1 o 2I de ca-
pacidad. Antes de llenarlo debera ser enjuagado previamente 2 veces con agua del
lugar, cuidando de no remover los sedimentos del fondo.

Lo ideal, y dependiendo de las posibilidades, seria extraer un cubo o balde de
agua de unos 5 o 101 de capacidad, de un sitio no muy préximo a la orilla y usar
una parte para enjuagar el envase y el resto para el analisis. De esa manera, se evita
la remocion de los sedimentos del fondo que podrian agregar elementos extrafos a
la muestra que se va a analizar.

Para preservar esta muestra deberan agregarsele, aproximadamente, 40ml de
formaldehido puro (formol) por cada litro de muestra.

Deberi rotularse el frasco con la fecha y el nombre del sitio del que se obtuvo
la muestra.

b) Muestras de sedimento.— En algunos casos, sobre todo si se trata de am-
bientes poco profundos, es adecuado analizar también el contenido de microalgas del
barro de la orilla de un cuerpo de agua. Esto podria servir también para comparar
lo hallado, por ejemplo, en las suelas de los zapatos, en las ruedas, la cajuela o baal
del automoévil de un sospechoso.
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Lo ideal es que el lugar del que provenga la muestra esté cubierto de agua y a
mas de 15cm de profundidad. LLa muestra se puede tomar por arrastre de un frasco
limpio de boca ancha o con una espatula o una cuchara, todo previamente lavado
con ALD.

Para la preservacién también deberan agregarse aproximadamente 20-30 ml de
formol y agitar para que se mezcle bien.

El envase debera rotularse indicando el tipo de muestra obtenida (agua, sedi-
mento, rocas, etc.), la fecha y el nombre del sitio donde se obtuvo.

4. Envio de las muestras

Las muestras deberan conservarse preferentemente en frio y oscuridad, en sus reci-
pientes bien cerrados y convenientemente rotulados, hasta que puedan ser enviadas
al perito que realizara los analisis.

Para su transporte se recomienda cuidar el embalaje para minimizar la posibi-
lidad de pérdidas de material.

Antes de su envio debera controlarse que las botellas conteniendo agua del lugar
del hallazgo del cuerpo estén perfectamente cerradas para que no haya filtraciones
del liquido.

PROBLEMATICAS A LA HORA DE ELEGIR UN METODO APROPIADO
PARA DIGERIR LAS MUESTRAS

Las metodologias cldsicas para eliminar la materia organica de las muestras, tanto
de tejidos como las del lugar del hallazgo del cuerpo son las descriptas, por ejemplo,
en Ludes y Coste (1996) o en Battarbee (1986). Estas técnicas incluyen el uso de
acidos fuertes (sulfiirico, nitrico, oxalico, etc.) solos o combinados con otros reactivos
o métodos de digestion enzimadtica. En la literatura se encuentran también algunas
propuestas alternativas, como la de Terazawa y Takehiro (1980) que proponen separar
el plancton mediante una centrifugacion en un gradiente coloidal de silice. Estos
autores sefalan que un inconveniente de este método seria la rotura de los especi-
menes mas fragiles durante la centrifugacion y la homogeneizacion mecanica.
Fukui, Hata y Matsubara (1980) desarrollaron una metodologia que involucra
irradiacién ultrasénica de la muestra de tejido previamente solubilizada con Solue-
ne® y que requiere menos tiempo que las técnicas que emplean acidos fuertes. Ma-
tsumoto y Fukui (1993) utilizan una metodologia similar, pero irradiando a 60°C.
Ming, Meng y Wang (2007) sefialan que para evaluar el método mads apropia-
do para digerir las muestras bioldgicas el procedimiento debe ser simple, seguro
y rapido; los reactivos a utilizar deben ser baratos y estar libres de diatomeas; el
dano que el tratamiento provoque a las diatomeas debe ser minimo y los residuos
organicos que puedan quedar luego de la digestion no deben obstaculizar la visua-
lizacién de las microalgas al microscopio. Estos autores compararon cuatro métodos
de digestion diferentes, combinando acido nitrico con peréxido de hidrégeno; el
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método de la proteinasa K descrito por Kobayashi ez al. (1993) y utilizado también
por Ludes, Quantin & Mangin, (1994), el del acido nitrico en recipiente de teflon
(Yange, Chuanying & Xu, 1999) y el que utiliza Soluene®-350 (Sidari et al., 1999).
Segiin Ming et al. (2007), la metodologia que retne los requisitos antes mencionados
es el de la proteinasa K (aunque no tienen en cuenta que no es un reactivo barato)
y sefialan también que el mejor sustituto podria ser la digestiéon con 4cido nitrico y
peroxido de hidrégeno, y que el Soluene®-350 no deberia ser usado para muestras
marinas ya que encontraron que el grado de degradacion del material fue elevado.

Para Diaz-Palma et al. (2009) el método optimo es la combinacion de la diges-
tién con acidos y proteinasa K, tanto para muestras de agua como de tejidos. La
metodologia propuesta por ellos permite recuperar no solo cubiertas de diatomeas
sino también de dinoflagelados, silicoflagelados y clorofitas. Otros autores, como
Digiancamillo, Domeneghini & Cattaneo (2011) prefieren la combinacién de aci-
do clorhidrico con peréxido de hidrégeno por ser una opcién més barata y rapida
que el uso de proteinasa K. Fucci (2012) propone la utilizacion de acido sulftirico
diluido al 30% como una opcién econdémica y que posibilita la observacién en el
microscopio de otros organismos microscopicos como por ejemplo radiolarios v,
anos mas tarde, Fucci et al. (2015) proponen utilizar s6lo peréxido de hidrégeno ya
que con este método obtuvieron una mejor preservacion de las diatomeas, tanto en
agua de mar como de lagos y rios.

En nuestro laboratorio utilizamos para procesar las muestras de médula osea
un disolvente de tejidos similar al Soluene®-350, que funciona también con mues-
tras recuperadas de ambientes marinos y los métodos tradicionales para los otros
organos.

Una vez procesadas las muestras confeccionamos preparaciones permanentes
para su observacién con microscopio optico. Para esto utilizamos distintos medios
de montaje con alto indice de refraccion, tales como resinas sintéticas (Naphrax ®
0 Zrax®) o naturales (estoraque o melaza de maiz). El microscopio a utilizar debe
ser de optima calidad para poder capturar las imagenes mas detalladas que permitan
la identificacion de hasta los menores fragmentos (Fig. 2).

Los métodos descritos anteriormente no son usados en forma sistematica por
todos los profesionales y plantean la necesidad de realizar mas pruebas para en-
contrar una metodologia optima de tratamiento de las muestras de tejidos, de uso
universal que permita la aplicacién de un protocolo estandarizado y de esta manera
obtener resultados comparables que reduzcan al minimo la posible aparicion de
falsos negativos.

¢ES CONFIABLE EL TEST DE DIATOMEAS/MICROALGAS?

En la literatura podemos hallar numerosas citas de falsos resultados negativos y
positivos.
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Figura 2. Microalgas recuperadas en el curso de distintos peritajes realizados en el Laboratorio de
Diatomeas Continentales (FCEyN-UBA). A-F: cubiertas celulares silicicas (valvas) de diatomeas en
muestras procesadas de sedimento y agua. A: Pinnularia sp., B. Surirella ovalis; C. Epithemia sp; D.
Gomphonema sp., E. Gyrosigma sp.; F. Nitzschia sp.; G-N: restos de cubiertas de algas recupera-
das de muestras de tejidos cadavéricos. G- J. lavado de cavidad cardiaca (fragmentos de distintas
diatomeas). K-N médula ésea. K-N. cubiertas completas (K) y fragmentos de diatomeas (L-N); N:
fragmento de la cubierta celular celulésica de un dinoflagelado. Escala 10 um.
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FALSOS POSITIVOS

Romero Palanco (2007) realizé un listado de posibles fuentes de contaminacion en
el test de diatomeas:

I) Ante-mortem.— Puede darse a partir de la ingesta de algunos vegetales, ma-
riscos y pescados que pueden tener en su superficie un gran ntimero de diatomeas
(Yen & Jayaprakash, 2007) o en bebidas, como cerveza o vino, que hayan sido filtra-
das usando tierra de diatomeas.! También puede ocurrir por la inhalacién de valvas
de diatomeas en suspension en el aire, por ejemplo, en fabricas de materiales de
construccion y de aislantes, en pinturas, papel y al fumar cigarros (Langer, Mackler
& Selikoff, 1971) ya que se podrian encontrar en la superficie de las hojas del tabaco
cuando se estiban sobre el suelo.

II) Post-mortem.— Ludes y Coste (1996) senialan 3 posibles vias de penetra-
cién de diatomeas en el cuerpo de una victima de sumersion: a) por maniobras de
reanimacion (intubacién y ventilacion), que fuerzan al agua de sumersion hacia las
vias aéreas; b) penetracion de agua con alta presion hidrostatica por una sumersion
prolongada y c¢) ingreso a través de heridas provocadas en vida. De cualquier manera,
en los 3 casos, las algas del medio de sumersion podrian llegar a dar falsos positivos
en cavidad cardiaca pero no llegarian a la médula dsea.

IIT) Durante la preparacion de las muestras.— Por no realizar los lavados
correspondientes del material e instrumentos con los que se van a manipular las
muestras; no testear la pureza de los reactivos y del agua a utilizar y por contacto
de la muestra con las ropas del cadaver mientras se realiza la autopsia.

La fiabilidad del diagnéstico depende, indefectiblemente, de bajo qué circuns-
tancias se realizo la extraccion de las muestras y de los recaudos tomados durante
su procesamiento para evitar cualquier tipo de contaminacién. Esto implica la ne-
cesidad de trabajar bajo un estricto protocolo (Lunetta, Miettinen & Sajantila 2013;
Maidana, 2013). También es importante realizar la comparacion de los resultados
obtenidos del analisis de tejidos cadavéricos con las muestras del lugar del hecho y
esto debe ser llevado a cabo por un especialista en el tema.

FALSOS NEGATIVOS

Estos pueden aparecer, por ejemplo, si la concentracion de diatomeas en el medio de
sumersion era baja; si la cantidad de liquido inhalado era escasa o si la metodologia
empleada para digerir las muestras pudo promover la fragmentacion o la disolucion
de los frastulos (Romero Palanco, 2007).

Distintos autores plantean diferentes cifras para considerar un resultado como
positivo, Auer y Mottonen (1988) proponen como minimo 20 diatomeas por mues-

' Romero Palanco (2007) traduce erréneamente la palabra alemana kieselgur como «silicagel».
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tra de pulmon (a partir del procesamiento de 100g de tejido). Ludes ez al. (1999)
sugieren como positivo la identificaciéon de 20 diatomeas por cada 100ul de pellet
obtenido de 10g de pulmoén, en cambio para otros 6rganos considera positivo el
resultado si se determinan mas de 5 diatomeas completas (2 valvas), sin considerar
a los fragmentos. Farrugia y Ludes (2011) consideran 20 diatomeas por 100ul de
pellet extraido de 2g de muestra de pulmoén y 5 diatomeas completas (sin incluir
fragmentos) por cada 100ul de pellet extraido de 2g de otros 6rganos como cerebro,
rinon, higado y médula ésea.

Actualmente la Ficologia Forense estd ampliando su campo de aplicacion y se
comienza a vincular también con otras areas de la Biologia, por ejemplo, la Genética
Molecular. Autores como Abe et al. (1996); Kane, Fukunaga & Nishi (1996) y Racz
et al. (2016), entre otros, han empleado primers de cianobacterias (por ejemplo, Syne-
chococcus sp.), de diatomeas (como Melosira sp.) y algas verdes (Staurastrum sp.) para
el diagnéstico de muerte por sumersion, en caso en que la observacion microscépica
tradicional arrojara resultados negativos. De esta manera, se busca evitar dar falsos
negativos a través del uso de un mayor nimero de indicadores. Esta metodologia
todavia no se ha utilizado en médula 6sea sino en otros érganos como bazo, higado
o rindn, a pesar de que estos son mas ficilmente contaminables y pueden dar lugar
a falsos positivos.

ANALISIS DE SEDIMENTO EN ROPAS Y CALZADO

La comparacion de las algas recuperadas de la vestimenta y pertenencias del sos-
pechoso de haber cometido un delito ayudan a relacionarlo con la escena. A través
de la identificacién taxonomica de los especimenes encontrados se pueden conocer
las preferencias ecoldgicas de las especies y esta informacion permite inferir las
condiciones ambientales de donde proceden.

Las diatomeas son algas con un amplio rango de distribucion geografica y pue-
den vivir tanto en ambientes acuaticos como terrestres. La posibilidad de que ocurra
la transferencia de las diatomeas desde el ambiente a la ropa es relativamente alta
y ocurre luego de un breve contacto con el agua o los sedimentos. Ademads, como
son microscopicas, el sospechoso no visualiza esta transferencia y, a menos que sea
un experto, no alterard maliciosamente la evidencia (Scott, Morgan & Cameron,
2014).

Uitdehaag, Dragutinovic y Kuiper (2010) probaron, en prendas de algodon,
tres técnicas diferentes de recuperacion de diatomeas y, de acuerdo a sus resultados,
recomiendan la extraccion con etanol para estudios destinados a determinar la fuente
especifica de agua, a pesar de que con este método quedan fibras de algodon que
pueden obstaculizar la visualizacion de las diatomeas al microscopio.

Por su parte, Scott et al. (2014), luego de comparar otros tres métodos de extrac-
ci6n de diatomeas a partir de ropas, recomiendan el uso del peréxido de hidrégeno
como el método mas eficaz para recuperar un mayor nimero tanto de individuos
como de las especies mas representativas.
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Levin, Morgan y Jones (2017) realizaron estudios de diatomeas sobre calzado
de cuero, lona y gamuza y concluyeron que, aunque el tiempo de contacto con el
agua hubiera sido breve, quedaba retenido un nimero importante de diatomeas en
todos los tipos de materiales.

Scott, Morgan y Bull (2017) comentan que a pesar de que actualmente se bus-
ca recuperar diatomeas de ropas como superficie con evidencias, debe tenerse en
cuenta otras superficies como el calzado, ya que la suela provee contacto directo con
cualquier comunidad bentdnica de diatomeas cuando el perpetrador o la victima
estan en contacto con el agua.

Una vez detectada la presencia de microalgas en ropa, calzado, etc., se compa-
ra lo hallado con las especies recuperadas del lugar del hecho, a fin de determinar
si el sospechoso tuvo contacto con el sedimento o agua de ese lugar o no. Existen
diferentes técnicas de extraccion, como por ejemplo sumergir la prenda en agua
libre de diatomeas o aplicarle directamente peréxido de hidrégeno y calor (Levin
et al., 2017).

Tomando en cuenta la naturaleza silicea de la cubierta celular de las diatomeas
que le confiere resistencia al calor, Scott e al. (2017) analizaron la potencial recu-
peracion de diatomeas de la ropa luego de una exposicion al fuego. Esto se realizo
rozando varias veces una platina especial con un disco de adhesivo de carbono en
el extremo contra la superficie de la ropa. LLa observacion de estas muestras con el
microscopio electronico de barrido (MEB) revel6é que la morfologia de las diato-
meas no era afectada luego de una exposicion breve a temperaturas de hasta 850°C.
Jansma (1984) habia sefialado que las diatomeas presentes en piezas de alfareria
prehistorica no se destruian si habian sido sometidas a temperaturas inferiores a los
800°C aunque para Hakansson y Hulthén (1986), la silice de la pared celular de las
diatomeas podria resistir temperaturas hasta 925°C. E1 MEB permite observar las
diatomeas con aumentos mucho mayores que en el microscopio 6ptico y no es una
técnica destructiva, por lo tanto, permite una mayor precision en la identificacion
de las especies.

¢(PUEDE DETERMINARSE EL INTERVALO
DE SUMERSION POST-MORTEM (ISPM)?

La descomposicion de un cuerpo sumergido cumple con las mismas etapas des-
tructivas que aquel que se encuentra en tierra, (periodos cromatico, enfisematoso
y reductivo) y se les suma un proceso de tipo conservador, que es la saponificacion
o adipocira (Raffo, 1980). La tasa de progresion de estas etapas estd influenciada
por numerosas variables tales como la temperatura del agua, si el cuerpo estuvo
totalmente sumergido o no y si estuvo sometido a la accién de olas o corrientes
(Keiper & Casamatta, 2001; Haefner, Wallace & Merritt, 2004; Pollanen, 1997).
Estas variables dificultan considerablemente la posibilidad de determinar el ISPM
solo con el andlisis de la ficoflora.

Cuando un cuerpo permanece sumergido un tiempo considerable, es posible
que su superficie sea colonizada por organismos bentdnicos, formando peliculas
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denominadas biofilms o algal mats. No hay suficientes estudios sobre como colonizan
las algas los cuerpos sumergidos, formando los biofilms y como es la sucesion de las
poblaciones de algas sobre esos cuerpos. Segtun Raffo (1980), el crecimiento algal
podria verse afectado por la contextura del sujeto, presencia y tipo de vestimenta, si
hubo exposicién temporaria al aire, caracteristicas del cuerpo de agua (profundidad,
temperatura, velocidad de la corriente, composiciéon quimica, etc.). Por tal motivo,
se necesitaria, en cada caso, realizar estudios experimentales en el lugar (Rohner &
Rothschild, 2013).

Por lo tanto, el uso de las microalgas para determinar el PMSI sigue siendo
un tema pendiente (Horton, Boreham & Hillier, 2006; Zimmerman & Wallace,
2008).

PERSPECTIVAS A FUTURO

En Sudamérica y, en particular, en Argentina no se ha realizado, hasta el momento,
ningln tipo de investigacion relacionada con la Ficologia forense. Quedan muchos
temas pendientes de investigar, como por ejemplo el tiempo de desarrollo de diferen-
tes biofilms en sistemas acuaticos para determinar el ISPM o la aplicabilidad de téc-
nicas moleculares en médula 6sea para el diagndstico de muerte por sumersion.
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