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Abstract: Post-mortem biochemistry: state of the art, possible applications and illustration of a
case of medical liability. The aim of this work is to share with the scientific community the
usefulness of post-mortem biochemistry as a complementary tool in forensic practice. The authors
illustrate a practical application of this discipline presenting a case in which biochemical analysis of
blood and vitreous obtained from the body resulted as fundamental in order to reach the more
complete understanding of the pathophysiological mechanisms that may be involved in the death
process and, consequently, properly answer about Public Prosecutor’s questions concerning medical
liability profiles.

Particularly, an autopsy case involving a 70 year-old-woman suffering from diabetes mellitus and
impaired renal function who received metformin treatment is described.

Metformin is an oral anti-hyperglycemic agent used in the management of type 2 diabetes mellitus,
and it is eliminated by the kidneys. Lactic acidosis from metformin overdose is a rare complication of
metformin therapy and occurs infrequently with therapeutic use. Fatal cases, both accidental and
intentional, are extremely rare in clinical practice.

In the presented case metformin concentrations in peripheral blood collected during hospitalization
and femoral blood collected during autopsy were 42 ug/ml and 47.3 pg/ml respectively. Lactic
acidosis (29.10 mmol/l) was objectified during hospitalization. Furthermore, post-mortem
biochemistry allowed ketoacidosis to be diagnosed (blood B-hydroxybutyrate 10500 pmol/l). Death
was attributed to lactic acidosis due to metformin intoxication. Increased plasma concentrations of the
drug were attributed to severely impaired renal function. Accordingly, the forensic investigations led
to the accused clinicians being considered guilty of manslaughter by the Public Prosecutor.

Keywords: Metformin-associated lactic acidosis, Fatal intoxication, Post-mortem Biochemistry,
Medical Liability.
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Riassunto: Scopo del presente contributo ¢ quello di condividere con la comunita scientifica 1'utilita
della biochimica post-mortem quale strumento di indagine nella pratica forense.

Gli autori illustrano un’applicazione pratica di questa disciplina presentando un caso in cui l'analisi dei
campioni di umor vitreo e sangue ottenuti dal cadavere ¢ risultata fondamentale al fine sia di una
adeguata comprensione dei meccanismi fisiopatologici coinvolti nell’evento morte, sia per fornire
risposte valide alle domande poste dal Sostituto Procuratore in materia di responsabilita professionale
medica.

Il caso riguarda una donna di 70 anni, affetta da diabete mellito ed insufficienza renale, sottoposta a
trattamento prolungato con metformina.

La metformina ¢ un ipoglicemizzante orale, eliminato per via renale ed utilizzato nel trattamento del
diabete mellito tipo 2. L'acidosi lattica da overdose di metformina ¢ una assai rara complicanza di tale
terapia. Casi mortali, sia accidentali che intenzionali, sono descritti sporadicamente in letteratura.

Nel caso in questione le concentrazioni di metformina presenti nel sangue periferico raccolto durante il
ricovero ¢ nel sangue femorale prelevato in sede di autopsia sono state rispettivamente pari a 42
mcg/ml e 47,3 mcg/ml. Nel corso della degenza si ¢ palesato uno stato di acidosi lattica (29.10
mmol/l) che la biochimica post-mortem ha permesso, inoltre, di classificare come di natura
chetoacidosica (B-idrossibutirrato nel sangue pari a 10500 mcmol/l).

La morte, pertanto, ¢ stata attribuita ad una acidosi lattica secondaria ad intossicazione acuta da
metformina. L’aumento della concentrazione plasmatica del farmaco ¢ stato attribuito allo stato di
grave insufficienza renale in cui versava la paziente. Conseguentemente le indagini forensi hanno
indirizzato il Sostituto Procuratore a chiedere il rinvio a giudizio per omicidio colposo dei medici che
ebbero in cura la paziente.

Parole chiave: Acidosi lattica metformina-indotta; Intossicazione fatale, Biochimica forense;
Responsabilita professionale medica.

Introduzione

Le origini della biochimica forense possono farsi risalire agli anni ’40,
allorquando Hamilton-Paterson e Johnson dosarono per la prima volta la
concentrazione di glucoso in diversi substrati (sangue periferico e centrale,
liquido cerebrospinale e campioni di fegato) di 50 cadaveri [1].

Diciannove anni dopo Naumann [2] pubblico il primo lavoro inerente i
componenti chimici dell’'umor vitreo (mai indagato in precedenza sull’uomo),
comparando gli stessi in periodo ante e post-mortem e quindi procedendo al loro
confronto con quelli ottenuti su sangue e liquido cerebrospinale.
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In tal modo ebbe occasione di dosare il glucoso, 1’urea, la creatinina ed alcuni
elettroliti tra cui sodio e potassio.

Da quel momento numerosi studi di biochimica forense sono stati condotti nel
mondo, con particolare riferimento alla diagnosi di disturbi del metabolismo del
glucosio e ad alterazioni elettrolitiche.

Tuttavia, nonostante la grande enfasi posta da alcuni autori sull’imprescindibilita
di tali studi nella pratica forense [3], perdurante ¢ stato il dibattito nella
comunita scientifica forense circa ’utilita della biochimica post-mortem nella
routine medico legale.

Negli ultimi anni un grande impulso in questo campo della patologia ¢ stato
fornito dal Centro Universitario di Medicina Legale di Losanna che, attraverso
numerosi studi multicentrici in collaborazione con atenei sia stranieri che italiani
(in primis quello di Genova), sta tentando di validare veri e propri protocolli
operativi che possano diventare bagaglio culturale ed operativo comune a tutti i
periti settori [4-6].

In tal senso sono stati pubblicati numerosi studi in materie di abuso alcoolico, di
funzionalita cardiaca e patologia ischemica, di infiammazione-infezione-sepsi,
di anafilassi, di anemia o ipossia, di danno cerebrale, di patologie ormonali, etc.

La determinazione chimica post-mortem ¢ oggi possibile per la gran parte dei
fluidi biologici, a cominciare dai gia citati sangue, umor vitreo e liquido
cerebrospinale fino al liquido pericardico ed a quello sinoviale [7-16].

Nonostante questo, come anticipato e ricordato in un recente lavoro da Luna
[17] I'utilizzo di queste metodiche di indagine ¢ ancora limitato a pochissimi
casi circoscritti, vuoi per 1’allegata difficolta interpretativa, vuoi per 1’assenza di
range standardizzati di riferimento.

Manca, di fatto, con I’eccezione degli ormai validati dosaggi di glucoso nel
vitreo e dei corpi chetonici nel sangue, quella oggettivita, affidabilita e
riproducibilita del dato laboratoristico capace di incidere in maniera
determinante nelle aule di tribunale.

]
ijlm.it,2013,2,1 Pag. 8



Htalian Journal Of Legal Medicine

Bioethics, Medical Jurisprudence, Biopolitics And Forensic Sciences
Vol. 2, number 1, Dec. 2013

In quest’ottica nasce D’interesse degli autori che, attraverso uno studio
prolungato, prospettico e multicentrico sono attivi in un’analisi sistematica di
sodio, cloro, urea, creatinina, emoglobina glicata, B-idrossibutirrato, acetone,
alcool, proteina C reattiva, procalcitonina, interleuchina-6, trigliceridi,
colesterolo, proteine totali, albumina, bilirubina totale e troponina I a livello di
siero (estratto da sangue femorale) post-mortem in diverse condizioni cliniche.

I risultati finora ottenuti sono estremamente incoraggianti e consentono di
ipotizzare che, nel giro di breve tempo, la biochimica forense possa diventare
una procedura assai utile in molti casi peritali, se non addirittura routinaria nella
pratica medico legale.

Allo scopo di fornire un esempio di applicazione pratica di questa metodica
analitica, gli autori presentano un caso di responsabilita professionale medica
nella cui definizione la biochimica forense ha giocato un ruolo decisivo.

Inoltre, gli autori auspicano un coinvolgimento della comunita scientifica in
questi studi per poter di implementare la casistica e conseguentemente facilitare
la validazione della biochimica forense in ambito peritale e, dall’altro, di
perseguire quella collaborazione multicentrica sempre piu indispensabile per la
sopravvivenza scientifica delle singole sezioni universitarie.

11 caso clinico

Una donna 70-enne obesa (117 kg di peso per 165 cm di altezza, BMI 40
kg/m2), affetta da ipertensione, diabete mellito di tipo 2 e poliartrite era
ricoverata per una frattura di rotula secondaria ad una caduta accidentale al
proprio domicilio. La paziente, in buono stato generale, presentava a livello
ematochimico una iperglicemia, aumentati livelli di emoglobina glicata, una
insufficienza renale ed un certo grado di anemia. Durante il ricovero (10 giorni)
le erano somministrati antiipertensivi (sartani), diuretici, eparina, insulina e
metformina 500+1000+1000 mg.

Dopo la dimissione la paziente, che presentava un addome espanso ed edema
degli arti inferiori, fu trasferita presso una casa di cura privata per eseguire la
necessaria fisioterapia.
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All’ingresso nella residenza protetta era impostata la terapia che la stessa aveva
integralmente assunto durante il precedente ricovero; soltanto I’insulina, a
seconda dell’appetito della paziente e dei valori glicemici rilavati, era
saltuariamente sospesa.

Quattro giorni dopo I’ammissione la paziente inizio a presentare un forte prurito
ed una reazione simil-orticariode all’addome. Per questo motivo era aggiunta
nella scheda terapeutica giornaliera un antistaminico

Trascorsi ulteriori due giorni la paziente presentd vomito biliare associato a
dolore toracico, addominale ed epigastrico; inizi0, inoltre, a presentare anche
ittero sclerale.

Dopo alcuni contrasti circa il da farsi, 1 medici della struttura decidevano di
trasferire la paziente in ospedale ove giungeva, oramai, priva di coscienza ed in
arresto cardiorespiratorio.

Le manovre rianimatorie consentirono solo un parziale e transitorio recupero
delle funzioni vitali in quanto I’exitus sopraggiunse dopo circa 8§ ore.

Le ultime analisi effettuate in vita mostravano una acidosi metabolica, una
iperkaliemia ed una grave insufficienza renale.

Il caso giungeva all’attenzione medico-legale in quanto il Sostituto Procuratore
di turno disponeva ’esecuzione di una autopsia giudiziaria per meglio indagare
le cause del decesso e la possibile correlazione di quest’ultimo con una
malpractice medica.

Le indagini medico-legali

L’esame esterno rivelo la presenza di ecchimosi addominali e di escoriazioni
cutanee lineari diffuse, prevalentemente localizzate alle cosce e, anch’esse,
all’addome.
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All’autopsia si evidenziarono 1 seguenti reperti patologici: fratture costali da
manovre rianimatorie; una lieve ipertrofia ventricolare sinistra; un modico
versamento pleurico (100 cc bilateralmente); edema e congestione polmonare;
epatosplenomegalia; stasi poliviscerale.

Le indagini istopatologiche confermarono quanto osservato in corso di autopsia,
escludendo altresi quadri ischemici e reazioni anafilattiche (immunoistochimica
negativa per anticorpi anti-triptasi). A livello renale, invece, fu possibile
evidenziare una diffusa sclerosi mesangiale associata ad una glomerulosclerosi
di tipo nodulare ad indicare la classica lesione di Kimmelstiel-Wilson.

Tossicologia e biochimica forense

In corso di autopsia sono stati effettuati prelievi di sangue femorale, sangue
cardiaco, bile, umor vitreo

oltre a campioni di tessuto multi-organo al fine di espletare le opportune
indagini tossicologiche e biochimiche.

Le risultanze tossicologiche furono le seguenti: negativita per etanolo; presenza
di lidocaina a dosaggio terapeutico; acetone in concentrazione pari a 120 mg/I
(2070 pmol/l); metformina ematica pari a 47.3 ug/ml (a fronte di un dosaggio
terapeutico di 0.5 — 2.5 pg/ml).

Le indagini biochimiche, invece, eseguite su sangue femorale e umor vitreo,
consentirono di mettere in evidenza un aumento dell’acido lattico nel vitreo
(acidosi lattica, confermando cosi il dato clinico), un aumento di sodio e cloro
nel vitreo nonch¢ un aumento marcato dei corpi chetonici nel sangue e nel vitreo
(iperchetonemia, 10500 mmol/l di beta-idrossibutirrato nel sangue e 9500
mmol/l nel vitreo).

Discussione
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La metformina ¢ un ipoglicemizzante orale, eliminato al 90% immodificato per
via renale ed utilizzato nel trattamento del diabete mellito tipo 2.

I meccanismi di azione sono molteplici e comprendono la ridotta produzione
epatica di glucosio (principalmente attraverso l'inibizione della gluconeogenesi,
ma anche attraverso la glicogenolisi), I’aumento di insulina stimolata
dall’assorbimento di glucosio nel muscolo scheletrico e negli adipociti, nonché
un tasso di assorbimento ritardato del glucosio dal tratto gastrointestinale.

Un effetto farmacologico aggiuntivo ¢ dato, infine, dall’aumentata produzione di
lattato intestinale. Per questo motivo la metformina pud essere responsabile
dell’instaurarsi di una acidosi metabolica da increzione dei livelli ematici.
Anche se rara, questa condizione comporta un elevato rischio di mortalita che
puo verificarsi sia in caso di uso terapeutico che di sovradosaggio acuto.
Nonostante una patogenesi particolarmente complessa € non ancora del tutto
compresa, 1’acidosi lattica indotta da metformina deriverebbe da un aumento

della concentrazione di substrati per la gluconeogenesi quali il piruvato e
I’alanina [18-20].

Il sovradosaggio di metformina, sia accidentale che intenzionale, ¢ segnalato in
Letteratura, anche se 1 casi mortali sono poco frequenti. Di certo un farmaco
assai diffuso come la metformina deve essere usato con molta cautela nei
pazienti con compromissione della funzione renale cosi come in quelli con
ossigenazione e/o perfusione tissutale gravemente compromessa. Disfunzione
epatica, anamnesi positiva per acidosi lattica (di qualsiasi natura), insufficienza
respiratoria cronica ¢ abuso di alcol sono altre classiche controindicazioni
all’utilizzo di metformina. Viceversa I’insufficienza cardiaca congestizia ¢ stata
recentemente esclusa dalla lista delle patologie per le quali ¢ assolutamente
controindicata la somministrazione metformina, anche se permane un
avvertimento circa l'uso del biguanide in pazienti cardiopatici [21-23].

Come anticipato I’evento avverso piu grave legato alla somministrazione di
metformina ¢ rappresentato dalla acidosi lattica, nota anche come MALA
(metformin-associated lactic acidosis).
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Il verificarsi di MALA ¢ stato generalmente osservato in corso di dosaggio
terapeutico, piuttosto che di over-treatment, ¢ pressoché esclusivamente in
pazienti affetti da co-morbidita che possono provocare l'accumulo di farmaco
(tipicamente una funzione renale compromessa), elevati livelli circolanti di
lattato o entrambe le cose.

Proprio per questo motivo il foglietto illustrativo della metformina evidenzia
chiaramente le controindicazioni, soprattutto di natura renale, suggerendo di
impostare o meno ed a che dosaggio la somministrazione del farmaco in base a
determinati cut-off di creatinina sierica.

Recenti linee guida cliniche, inoltre, suggeriscono di incorporare la velocita di
filtrazione glomerulare (GFR) quale ulteriore determinante per la sicurezza dei
pazienti per 1 quali € risulta indicata una terapia con metformina.

Nel caso oggetto della presente trattazione una importante acidosi lattica era
stata diagnosticata ab initio tramite le analisi cliniche di laboratorio effettuate
all’ingresso in Pronto Soccorso (lattato nel sangue pari a 15 mmol/l e pH 6.80),
confermate dopo quattro ore di ricovero (lattato salito a 29,10 mmol/l).

I1 sospetto di un ruolo giocato della metformina nel determinismo della suddetta
acidosi lattica emergeva, invece, sulla base delle indagini tossicologiche
effettuate sul sangue femorale prelevato in corso di l'autopsia (valore pari a 47,3
mcg/ml, poi confrontato con il dato pressoché sovrapponibile relativo all’esito di
una indagine disposta quando la paziente era ancora viva i cui risultati, tuttavia,
giungevano solo quale giorno dopo I’exitus = 42 mg/ml).

Questo sorprendente — e, ad oggi, mai descritto in letteratura — accumulo di
metformina doveva essere stato inevitabilmente causato dalla grave
insufficienza renale patita dalla paziente, a ulteriore conferma del fatto che la
prescrizione di tale farmaco debba essere assolutamente controindicata in casi
analoghi a quello della protagonista di questa triste vicenda.

Tutto quanto fin qui esposto, tuttavia, necessitava di una migliore e piu completa
interpretazione fisiopatologica, anche per adeguatamente rispondere ai quesiti
posti dal Sostituto Procuratore in tema di responsabilita professionale medica.
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Se, infatti, non vi erano dubbi circa la sussistenza di una acidosi lattica in
concomitanza di una intossicazione acuta da metformina, la chetoacidosi poteva,
invece, essere riconducibile non solo al diabete mellito ma anche all’inappetenza
e al digiuno prolungato che avevano caratterizzato la degenza della paziente nei
giorni precedenti il decesso.

Per questo motivo si ¢ deciso di approfondire lo studio del caso attraverso
analisi di biochimica forense.

Sulla base dei dati disponibili, la metformina sembrava essere solo
minimamente suscettibile di ridistribuzione post-mortem [24].

Analogamente, dalla letteratura era possibile evincere come livelli ematici
compresi fra 0,5 € 2,5 mcg/ml potessero essere considerati nel range terapeutico,
mentre concentrazioni superiori a 5 pg/ml fossero generalmente considerate
tossiche [24-38], sebbene non siano reperibili dati precisi sulle concentrazioni
certamente letali.

I valori di metformina riscontrati nel caso in esame (pari a 47,3 mcg/ml) erano
tali da impedire sia la gluconeogenesi che la chetogenesi, al punto da rendere
non percorribile la strada ricostruttiva di una chetoacidosi generata dal digiuno
prolungato.

Allo stesso modo la concentrazione di glucoso nel vitreo (0.1 mmol/l)
permetteva di escludere 1’esistenza di un’iperlglicemia al momento del decesso
e, quindi, rendeva inconsistente anche I’ipotesi di una iperchetonemia da
iperglicemia.

In definitiva, solo all’esito delle indagini di tossicologia e biochimica forense, in
uno con lo studio della storia clinica e con le osservazioni autoptiche ed
istologiche, ¢ stato possibile attribuire la causa della morte della paziente ad una
acidosi lattica secondaria ad intossicazione acuta da metformina.

Sebbene, pertanto, la metformina sia altamente efficace, ben tollerata e molto
utilizzata nel diabete di tipo 2, essa presenta intrinsecamente un significativo e
non trascurabile rischio di tossicita in alcune categorie di pazienti.
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Il caso fatale qui descritto, infatti, ¢ compatibile con le precedenti segnalazioni
di sovradosaggio da metformina e di morte nei pazienti che presentano fattori di
rischio per I’accumulo del farmaco nel sangue e la produzione di acido lattico.

Conseguentemente la scrupolosa valutazione di eventuali co-morbidita che
possono contribuire sinergicamente a potenziare gli effetti tossici di metformina
¢ di fondamentale importanza prima di impostare una terapia con il biguanide.

Tutto queste considerazioni hanno fatto si che, dal punto di vista penalistico, il
Sostituto Procuratore procedesse, nel caso di specie, con la richiesta di rinvio a
giudizio - per omicidio colposo - dei medici che ebbero in cura la paziente.

Conclusioni

La biochimica post-mortem rappresenta un ambito estremamente affascinante
della medicina legale moderna oltre che dotato di intrinseche e suggestive
potenzialita. Certamente essa, allo stato, richiede ulteriori studi e un costante
aggiornamento prima di poter essere validata e conseguentemente trasferibile
nelle aule di tribunale. Solo attraverso la creazione di database rigorosi con un
numero sufficiente di casi sara, infatti, possibile stabilire inequivoci intervalli di
normalita.

Nello specifico, presso il Centro Universitario di Medicina Legale di Losanna
sono in atto studi inerenti il diabete mellito, I’ipotermia, lo shock anafilattico, la
sepsi ed 1 quadri infettivi batterici in genere, 1 disturbi idro-elettrolitici nonché
quelli di natura ormonale e metabolica. A tal proposito gli autori auspicano un
coinvolgimento sempre maggiore della comunita scientifica in questo settore
della ricerca scientifica rendendosi disponibili a qualsiasi tipo di collaborazione.

Si tratta, in sostanza, di una metodica complementare ai gia collaudati metodi
d’indagine (autopsia, istopatologia, tossicologia, genetica, radiologia, etc.) che
incomincia a farsi strada nella pratica forense, avendo mostrato un buon grado di
affidabilita e riproducibilita, quantomeno in alcuni settori.
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Tra tutti si sottolineano il dosaggio del glucoso nel vitreo, dei corpi chetonici in
numerose matrici biologiche e dell’emoglobina glicata nel sangue [39-42].

I risultati finora ottenuti sono estremamente incoraggianti € consentono di
ipotizzare che, nel giro di breve tempo, la biochimica forense possa diventare
una procedura assai utile in molti casi peritali, se non addirittura routinaria nella
pratica medico legale.

In particolare le prospettive maggiori sembrano risiedere nella capacita di
meglio interpretare la causa di morte, fermo restando che il singolo risultato
biochimico, se non adeguatamente integrato nel contesto delle risultanze
autoptiche e clinico-circostanziali, perde ogni significato.

Un esempio concreto di tanto ¢ il caso qui presentato, attraverso il quale si vuole
sottolinea I'utilita di eseguire analisi biochimiche post-mortem al fine di
supportare le tesi medico-legali attraverso una migliore comprensione dei
meccanismi fisiopatologici coinvolti nel processo di morte.
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