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RESUMEN

El diagnéstico histopatolégico post-mor-
tem del infarto de miocardio presenta multiples
problemas en material humano procedente de
autopsias. Hasta el presente momento, el problema
no ha podido ser resuelto con el uso de las técnicas
histolégicas convencionales (hematoxilina-eosina,
tricromico de Masson y técnicas histoquimicas).
Otra desventaja de este Gltimo método es que solo
son aplicables sobre tejido fresco.

En este estudio, se han recopilado muestras perte-
necientes a 50 corazones, procedentes de autopsias de
individuos fallecidos por muerte subita de origen cardi-
aco. Ademas, se incluyeron seis casos de infarto de mio-
cardio macroscopico (controles positivos) y ocho casos
de muertes rapidas de origen no cardiaco (controles
negativos). Se ha investigado la expresion de actina, des-
mina, mioglobina y factores de Complemento (C5b-9)
mediante el método del Complejo avidita-biotina-peroxi-
dasa y su posible utilidad en el diagnostico postmorten
de las muertes cardiacas.

Los resultados del estudio, muestran que el
método inmunohistoquimico sobre tejido fijado en
formol e incluido en parafina es util para el diagndsti-
co postmortem de la isquemia miocardica.

Palabras clave: Autopsia médicolegal, diagnéstico pos-
tmortem, Inmunohistoquimica, isquemia miocardica,
muerte stibita de origen cardiaco.

ABSTRACT

Postmortem histopathological diagnosis of
myocardial infarction has many problems in human
material coming from autopsy. Until the present
moment, this matter hasn't been resolved by
conventional histological procedures (hematoxilin-
eosin, Masson’s trichrome and histochemical
techniques). Another disadvantage of the enzyme-
histohemical technique is that it is only applicable to un-
fixed specimens.

In this study, 50 myocardial tissue specimens
were taken at autopsy from victims who died of
sudden cardiac death. In addition, six cases of
macroscopic  myocardial infarction  (positive
controls) and 8 cases of rapid and non-cardiac
causes of death (negative controls) were included in
the study. The expression of actin, desmin,
myoglobin and Complement factor (C5b-9) by
avidin-biotin-peroxidase complex method, and its
possible utility in post-mortem diagnosis of human
heart failure, were studied.

Results of our study, show that the
inmunohistochemical method using formalin-fixed,
paraffin-embebed tissue is valuable for post-mortem
detection of myocardial ischemia.

Key words: Sudden cardiac death, post-mortem
diagnosis, inmunohistochemistry, myocardial ischemia,
medicolegal autopsy.
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INTRODUCCION:

Las limitaciones para el diagndstico postmortem del infarto de miocardio mediante las téc-
nicas histoldgicas convencionales han estimulado la blisqueda de nuevos métodos diagndsticos.
Hasta el momento actual, tanto el diagnéstico macroscédpico como microscdpico no son posibles
hasta que han transcurrido 6-12 horas de isquemia.

Los recientes avances en el campo de la tecnologfa inmunohistoquimica, su implantacion
practicamente universal en los laboratorios de Patologfa, asi como la posibilidad de obtener anticuer-
pos frente a una amplia variedad de antigenos nos han permitido evaluar el potencial de estas téc-
nicas en la deteccion de la isquemia miocardica en fases precoces. Por ese motivo, los métodos
inmunohistoquimicos en el diagndstico de isquemia y del infarto de miocardio han adquirido una
especial relevancia dentro del campo de la Patologfa forense [1].

En la actualidad, los marcadores mas utilizados estan orientados hacia los siguientes elementos:

A) Proteinas estructurales: Diferentes estudios relativos a los cambios del citoesqueleto
cardiaco y proteinas contractiles, efectuados tanto en el modelo animal como humano,
han sugerido la posibilidad de utilizar las alteraciones de ciertas protefnas como marca-
dores precoces para el diagndstico postmortem de la isquemia miocérdica en casos de
muerte sUbita de origen cardiaco; entre estas proteinas cabe mencionar la actina [2-4],
miosina [5-8], mioglobina [6,9-1 1], desmina [10-15], vinculina [4], laminina [ 6], tropo-
nina | [17] o troponinas C y T entre otras [ I 1].

B) Mediadores de la inflamacion: También denominados "reactantes de fase aguda" [18];
su papel en la inflamacién y en la patogénesis y evoluciéon del infarto de miocardio ha
suscitado en los Ultimos afos un creciente interés terapéutico, al haberse comprobado
que la inhibicién de la respuesta inflamatoria comporta una reduccién del tamafio del
infarto.

Su interés ha quedado patente al demostrarse alteraciones de ciertos componentes en casos
de infarto de miocardio reciente, destacando la ceruloplasmina y la proteina C-reactiva [5, 6], el fibrind-
geno[10, I'l, 19, 20], la alfa- | -antitripsina [5], factores del complemento [5, 10, I'l, 14, 21-30], la albu-
mina [5, 317, la creatin-kinasa [ 14, 32] o proteina fijadora de cidos grasos cardiaca [33].

El presente estudio ha sido dirigido hacia aquel grupo de muertes en las cuales se sospe-
chaba una patologfa de tipo isquémico, evidenciandola mediante diferentes técnicas postmortem. En
este trabajo se ha intentado ademas, exponer una metodologia de trabajo sencilla y Util para la reco-
gida y procesado de muestras en la practica médico forense de rutina, evaluar el papel de la isque-
mia miocardida en la muerte sibita del adulto y valorar la eficacia, sensibilidad y especificidad de las
técnicas inmunohistoquimicas como marcadores precoces de la isquemia miocardica.

MATERIAL Y METODOS:

El material utilizado en este estudio incluyd 64 corazones humanos, procedentes de autop-

sias judiciales. El grupo fue dividido basicamente, en tres categorias:

- Casos problema: constituido por un total de 50 casos pertenecientes a cadaveres de indi-
viduos que fallecieron de forma subita. En los referidos casos, se practicd una autopsia
médicolegal completa lo mas precozmente posible, excluyendo convenientemente la
existencia de cualquier patologfa (cardfaca o no) que pudiera constituir por sf misma una
causa de muerte. Ademas de un minucioso estudio macroscépico, se llevéd a cabo una
completa investigacién toxicoldgica y el correspondiente estudio histopatolégico de todos
los érganos.
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- Controles positivos: formado por 6 casos con evidencia macroscopica de infarto de miocardio

reciente, algunos de ellos documentados clinicamente que consideramos controles positivos.

- Controles negativos: incluyendo otros 8 corazones procedentes de sujetos que fallecie-

ron de forma muy rapida o instantanea (TCE abiertos o armas de fuego).

Previamente fueron excluidos 14 casos por distintos motivos: por no disponer del nime-
ro de muestras suficientes para realizar el estudio inmunohistoquimico, por no estar adecuadamen-
te fijadas, porque no eran representativas de la lesién, por encontrarse afectadas por la putrefaccion
o porque los resultados de la inmunohistoquimica no eran completamente satisfactorios.

Con el objeto de poner a punto la técnica inmunohistoquimica en el material recogido, se
examind la influencia del tiempo de fijacién, de la digestién enzimadtica (tripsinizacion) y de la incuba-
cién en microondas en una corta serie de | 5 muestras, especialmente procedentes de los controles
positivos. Los tiempos de fijacion incluyeron 12, 24 y 36 horas.

A) SELECCION DE CASOS:

Todos los casos incluidos en el estudio (casos problema y controles positivos) fueron pre-
viamente seleccionados entre aquellos individuos que presentaban perfil de muerte sibita. La infor-
macion relativa a la sintomatologia se obtuvo, en la mayorfa de los casos, a través de diferentes per-
sonas (familiares, testigos, médico de cabecera, policia...). Como sintomas previos a la muerte, fue-
ron considerados aquellos que aparecieron como expresidon de la descompensacién aguda del
paciente y que estuvieron estrechamente relacionados con su muerte. Si bien en algunos no exis-
tieron testimonios al respecto, sin embargo se considerd que el fallecimiento habia sucedido de
forma mas o menos brusca, dado que el individuo habfa sido visto vivo pocas horas antes.

De la seleccion de casos se decidié excluir aquellos casos en los cuales se habian practica-
do maniobras de reanimacién cardiopulmonar, en especial ante la eventual existencia de un masaje
cardiaco o la inyeccién intracardiaca de catecolaminas u otros farmacos, en tanto que tales manio-
bras pueden inducir lesiones similares a la isquemia. Teniendo en cuenta que tales maniobras, pue-
den dar lugar ademas a una depleccién de ciertas proteinas estructurales como la mioglobina, con-
sideramos que la alteracién puede afectar también a la integridad de la permeabilidad del sarcolema
y falsear los resultados con los anticuerpos que ensayamos. Pero no solo las lesiones traumaticas
como el masaje cardiaco enérgico pueden ocasionar depleccidn de antigenos, sino también el efec-
to de la corriente eléctrica que se utiliza en las maniobras de cardioversién, o la reperfusion tisular
[I'l]. Por consiguiente fueron excluidos también del estudio aquellos casos de pacientes ingresados
en la Unidad de Cuidados Intensivos y sometidos a medidas de soporte antes del fallecimiento.

Asimismo, algunas piezas anatémicas (corazones) disponibles en los archivos en el momen-
to de iniciar el trabajo, fueron rechazadas por el excesivo perfodo de fijacién que sufrieron. Se con-
siderd que tal circunstancia podia implicar disminuciones cuantitativas en muchos marcadores, dado
que cuando el tiempo de fijacién es prolongado, ocasiona una disminucién de la eficacia del anti-
cuerpo, alterando de forma significativa los resultados de la inmunohistoguimica.

Para evitar posibles artefactos de la técnica, decidimos no realizar inmunohistoquimica en
aquellos casos que ofrecian datos de putrefaccion mas o menos avanzada. Si bien determinados
autores han llevado a cabo este tipo de estudios [10,27], no obstante consideramos que cuando
existe abundante necrosis los resultados de la inmunohistoquimica deben ser manejados e interpre-
tados con suma precaucién, ya que puede ser el origen de falsos positivos.

Se decidié no partir de la base de utilizar la clasica técnica histoquimica del TTC para iden-
tificar macroscépicamente el infarto [25, 317y se realizé el estudio seleccionando siempre topogréfica-
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mente las mismas 9 secciones. El TTC ademés, es incapaz de reconocer infartos recientes. Otras téc-
nicas como el Van Gieson presentan claras dificutades para descubrir pequefios grupos de células dafia-
das. De esta manera se simplificé la técnica de estudio, despreciando el laborioso y complicado méto-
do de estas técnicas, que por otra parte poseen una sensibilidad relativamente escasa.

B) AUTOPSIA DEL CORAZON Y PROCEDIMIENTO DE OBTENCION DE SECCIONES DE TEJIDO CARDIACO:
El tiempo transcurrido entre el fallecimiento vy la extraccion de las muestras, fue conocido con bas-
tante exactitud en la mayor parte de los casos, no excediendo de |6 horas. Durante este tiempo el
cadaver se mantuvo refrigerado a 4° C en el depdsito.
Cada corazdn objeto de estudio fue pesado, y a continuacién disecado segln la
siguiente técnica:
a) Se obtuvieron cinco secciones transversales de ambos ventriculos, efectuando al primer
corte inmediatamente por debajo del anillo fibroso de implantacién. Se seleccionaron la
[°, 3°y 59 secciones seglin se describe en el esquema n® 1.
b) Se procedié al estudio del arbol coronario mediante la realizacién de cortes transversa-
les cada 5 mm a lo largo de toda su longitud. Las coronarias calcificadas fueron fijadas y
decalcificadas en acido nitrico al 0% antes de su estudio microscopico.
) A continuacién se procedio a la apertura y estudio de las cavidades cardiacas, para lo cual
se abrieron sucesivamente siguiendo el mismo orden que la circulacién sanguinea.
El tallado de las muestras se hizo en fresco y a continuaciéon se procedié a su fijacién.
En todos los casos se prepararon bloques tisulares con fragmentos de 2 x | x 0.5 cm aproxima-
damente de miocardio. Los bloques fueron hechos incluyendo todo el espesor de la pared car-
diaca. De cada corazdn fueron extraidos un total de nueve secciones correspondientes a:
Ventriculo derecho (una seccién de la pared externa del tercio medio), Ventriculo izquierdo
(una seccién de la pared anterior del tercio superior, una seccién de la pared lateral del tercio
superior, una seccién de la pared posterior del tercio superior, una seccién de la pared anterior
del tercio medio, una seccion de la pared lateral del tercio medio, una seccién de la pared pos-
terior del tercio medio, una seccién de la porcidn anterior del d4pex y otra seccién de la porcién

posterior del dpex, seglin el esquema n°® 2.
SEGMENTO SUPERIOR ‘

SEGMENTO MEDIO

SEGMENTO INFERIOR

Esqueman®1 Esqueman® 2
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Ademés de las secciones descritas, la obtencién de muestras se completd con otras proceden-
tes de los principales troncos coronarios para valorar microscdpicamente el grado de obstruccién asf
como la confirmacién histoldgica de trombosis coronaria en aquellos casos de sospecha macroscépica.

Por razones metodoldgicas, decidimos clasificar todos los casos en 5 grupos:

Grupo I: Con infarto macroscdpico (controles positivos), (n=6).

Grupo 2: Con trombosis coronaria y sin infarto (n=14).

Grupo 3: Con arteriosclerosis coronaria importante (con un grado de obstruccién igual o

superior al 50%), (n=28).

Grupo 4: Sin trombosis ni arteriosclerosis (con un grado de obstruccién igual o inferior al

50%), (n=8).

Grupo 5: Muertes rapidas de etiologia no cardiaca (controles negativos), (n=28).

€) PREPARACION DE BLOQUES TISULARES:

Las muestras extraidas se fijaron en formol tamponado al 4% durante un periodo méximo
de 24 horas. Las muestras de cada una de las secciones de tejido fueron separadas y etiquetadas
segln la nomenclatura indicada anteriormente. A continuacién, se procesaron mediante un sistema
automatico (Shandom, Citadel 1000. England) e incluidas en parafina. El proceso de enfriamiento se
realizo lentamente para conseguir una solidificacién total, sin formacién de burbujas; una vez enfria-
do el bloque, se desprendié del molde metdlico y se procedié al corte.

La orientacion del trabajo y la finalidad de este, justificd la realizacién de un promedio de
veinticinco cortes de cada seccién, destinados a la realizacién de las diferentes técnicas convencio-
nales y al ensayo de los diferentes anticuerpos.

D) TECNICAS HISTOLOGICAS CONVENCIONALES:

Se realizaron secciones de tejido de 4 micras, que fueron tefiidas con hematoxilina-eosina
y tricromico de Masson para su estudio rutinario. A continuacién se obtuvieron nuevas secciones de
5 micras para la realizacién de técnicas inmunohistoquimicas.

E) PROCEDIMIENTO INMUNOHISTOQUIMICO:

Para el estudio inmunohistoquimico, se utilizaron diferentes anticuerpos de utilidad diag-
nostica en patologfa quirdrgica. El ensayo se llevéd a cabo mediante la técnica del complejo estrepta-
vidina-biotina-peroxidasa, siendo utilizados los siguientes anticuerpos:

Anticuerpo Origen / Laboratorio Concentracion
ensayado
Actina HHF-35 Monoclonal. Enzo 1:50
CSpse Monoclonal, clon AE11. 1:25
Dako
Desmina Monoclonal, clon D33. 1:50
Dako
Mioglobina Policlonal. Dako 1:5
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La técnica inmunohistoquimica se realizd sobre cortes de parafina de 5 micras de espesor,
que se recogieron en portas tratados con 3-aminopropiltrietoxisilano (Fluka, Buchs, Suiza) diluido al
2% en acetona. Los cortes se introdujeron en una estufa de secado a una temperatura de 50°
durante 24 horas. Tras desparafinarlos e hidratarlos se efectuaron los siguientes pasos:

| .- Desenmascaramiento antigénico por calor: Los cortes se trataron en tampén Citrato

sodico 10 mM, pH 6, en microondas a 750 w. de potencia, haciendo primeramente dos
pases de 5 minutos cada uno. Se retiran los cortes y se dejan enfriar en el mismo tam-
pdn a temperatura ambiente y durante 20 minutos.

2.- Dos lavados con PBS durante 5 minutos cada uno y se rodea la muestra con Dako Pen.

3.- Retirar el exceso de PBS.

4.- A partir de aqui se procedié a la incubacién del anticuerpo primario con los siguientes
pasos:

4.1.- Dilucion en albdmina bovina (sigma) al 0,1% en PBS de pH 7.5.
4.2.- Dilucion del anticuerpo en la albimina bovina anteriormente preparada.
4.3.- Incubacién durante | hora a temperatura ambiente.

5.- Dos lavados con PBS a temperatura ambiente durante 5 minutos cada uno.

6.- Retirar el exceso de PBS.

7.- Anticuerpo biotinado: Incubacién durante 30 minutos a temperatura ambiente: DUET
(Dako), 1000 microlitros de PBS + 10 microlitros de reactivo C + |5 microlitros de
NGS (Normal Goat Serum. Dako).

8.- Dos lavados con PBS a temperatura ambiente durante 5 minutos cada uno.

9.- Retirar el exceso de PBS

[0.- Inhibicién de la peroxidasa endégena con H2O2 al 3% durante 10 minutos a tempera-
tura ambiente.

I'l.- Dos lavados con PBS a temperatura ambiente durante 5 minutos cada uno.

|2.- Retirar el exceso de PBS.

|3.- Complejo Streptavidina-Biotina-Peroxidasa: Incubacion durante 30 minutos a tempera-
tura ambiente: DUET (Dako), 1000 microlitros de PBS + 10 microlitros de reactivo A
+ 10 microlitros de reactivo B.

[4.- Dos lavados con PBS a temperatura ambiente durante 5 minutos cada uno.

| 5.- Retirar el exceso de PBS.

| 6.- Tincién con diaminobencidina durante |0 minutos.

Preparar la solucidn antes de ser utilizada, del modo siguiente: | tableta de DAB

(Merck) + 10 ml de agua destilada. Afadir 10 microlitros de H2O2 al 3%.

|7.- Después de lavar en agua destilada durante 5 minutos, se contratind con hematoxilina
de Harris durante 30 segundos.

| 8.- Lavado con agua destilada, deshidratacion, aclarado y montaje.

En todos los casos estudiados se valoraron las caracteristicas macro y microscopicas con-
vencionales. Se valoré ademas el estado de los vasos intramiocardicos (diabetes, hipertension,
enfermedad de las pequefias arterias, etc).

Se valord la positividad y negatividad de los distintos anticuerpos empleados. Para cuantifi-
car los resultados obtenidos, se realizé un contaje semicuantitativo. Se consideraron positivos cuan-
do afectaban a mas del 20% de las fibras en cada preparacién. Se establecié el umbral del 20%
teniendo en cuenta los resultados de los controles negativos. El contaje se realizd a 400 aumentos
por dos observadores y todos los resultados fueron revisados al cabo de otros 3 meses.
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RESULTADOS Y DISCUSION:
Los resultados de los diferentes anticuerpos ensayados en este estudio, son expuestos en
las tablas | a VI.

GRUPO 1 (controles positivos)

Anticuerpo

/ / 3;/ ;o/ s'o/ so/ ?'u/ s.,/ /w

% positividad

Tabla |.- Resultados en el grupo control positivo.

GRUPO 2 (Trombosis coronaria)

1'0/ z'o/ s'o/ w/ sb/ ah/ r'c/ a'u/ %

% positividad

Tabla Il.- Resultados en el grupo de casos con trombosis coronaria.
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GRUPO 3 (arteriosclerosis severa)

Desmina

Anticuerpo

|
//

60 70 80 80 100

| | | |
// // / A i
20 30 40 50

% positividad

Tabla Ill.- Resultados en el grupo con lesién arteriosclerética importante.

GRUPO 4 (sin trombosis ni
arteriosclerosis)

Mioglobina '

Desmina

Anticuerpo

AW y

70 80 90 100

% positividad

Tabla IV.- Positividad para los diferentes anticuerpos en el grupo de casos sin lesiones anatomopatoldgicas relevantes.
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GRUPO 5 (controles negativos)

Mioglobina
Q .
Q_ Desmina
3 1
O C5b-9
g
(=
<C Actina ‘

% positividades

Tabla V.- Positividades en el grupo de muertes instantaneas o muy rapidas (controles negativos).

Actina 100% 87% 67% 1% 12.5%
C5b-9 74% 70% 59% 39% 25%
Desmina 1% 82% 1% 75% 0%

Mloiloblna 63% 53% 34% 1% 0%

Tabla VI.- Correlacion entre los resultados globales de los diferentes anticuerpos y los grupos de casos.

Inicialmente conviene sefialar que el trabajo que se ha realizado, ha tenido un plan-
teamiento esencialmente prospectivo. Durante su desarrollo, se han podido comprobar dos
tipos de dificultades: por una parte, la llamativa escasez de autopsias médicolegales con docu-
mentacion anatomopatoldgica, que pudieran ser Utiles para los objetivos propuestos. En
nuestro pafs, y mas en concreto en nuestro medio, la mayoria de las autopsias médicolega-
les que se practican, no cuentan con el apoyo importante de este tipo de examenes comple-
mentarios [34]; asf el diagndstico postmortem del infarto de miocardio se ve reducido a un
nivel macroscépico, muchas veces inferido de otro tipo de lesiones presentes en el cadaver
(p. €j. un grado considerable de arteriosclerosis coronaria) o basado exclusivamente en la
sintomatologia previa al fallecimiento vy relatada de forma inexacta y errénea por los testigos,
sin que exista una verdadera correlacidon anatomopatoldgica [35].
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UTILIDAD DE LOS MARCADORES INMUNOHISTOQUIMICOS:

La aplicacién de procedimientos inmunohistoquimicos al diagndstico de la isquemia mio-
cérdica en fases precoces surgié en la década de los 70, configurdndose réapidamente como un
método selectivo y mas resolutivo que la histologla convencional. Entre las ventajas que represen-
ta, respecto a otras técnicas de empleo en los laboratorios de Histopatologfa forense, estéd su alto
grado de especificidad y sensibilidad, asi como su relativa sencillez de ejecucién [36].

Consideramos que la utilizacidn de un panel de anticuerpos de uso habitual puede ser de
gran utilidad en el acercamiento diagndstico de este tipo de patologia (infarto). Fueron selecciona-
dos fundamentalmente los marcadores inmunohistoquimicos dado que pensamos que el hecho de
exigir otros procedimientos técnicos que no estan habitualmente incorporados a la rutina de los
laboratorios de histopatologia, y que como tal, no son dominados por el forense, puede dificultar la
tarea del estudio. Un hecho importante en la utilizacion de la inmunohistoquimica, y que debe
tenerse presente, es la posibilidad de comparar resultados de muestras procesadas con diferentes
tinciones o anticuerpos.

Diversos estudios resaltaron el valor de las proteinas estructurales (actina, desmina, mio-
globina, etc.), como marcadores de utilidad reconocida, pero extremadamente variable para el diag-
ndstico inmunohistoquimico del infarto de miocardio. La variabilidad de las cifras registradas por los
diferentes autores, reflejan probablemente las grandes diferencias en la seleccién de los casos estu-
diados, especialmente en lo referente al tiempo de evolucién de los infartos. En general, estas publi-
caciones especializadas contienen casos de infarto de miocardio de larga evolucion.

Con el objetivo de evaluar la eficacia de las técnicas fueron recogidos 6 casos de infartos
de miocardio, macroscépicamente reconocibles, dos de los cuales, tenfan un soporte clinico (regis-
tro electrocardiogréfico y elevacién de enzimas cardiacos en sangre). Dado que todos estos casos
(controles positivos) mostraron un incremento de la inmunoreactividad para C5-b9 y disminucién
de la misma para desmina, mioglobina y actina, la sensibilidad de las técnicas fue aceptable.

Para el grupo de controles negativos fueron seleccionados |6 individuos con muerte
rapida de etiologia no cardiaca, especialmente victimas de traumatismos craneoencefalicos en
accidentes de tréfico, precipitaciones, heridas por arma de fuego, etc. Se partié de la base de
considerar que cuando una muerte tiene lugar de forma instantanea o casi instantanea, los cam-
bios hipdxicos agonales de la fibra cardfaca no existen o bien son minimos, constituyendo un
buen control negativo. La hipdtesis precedente se vio confirmada durante la realizacion del estu-
dio, comprobando como mayoritariamente dichos controles no presentaban inmunoreactividad.
Unicamente dos casos presentaron positividad para algtin anticuerpo (uno de ellos fue positivo
para actina y C5b-9). Tras la repeticion de las técnicas en dichos casos, obtuvimos el mismo
resultado. No pudimos ofrecer una explicacién plenamente satisfactoria de dicho comporta-
miento, no obstante consideramos que este dato aislado podia obedecer al hecho de que la
muerte no hubiese sido tan rdpida como pensabamos vy a la existencia de una cierta agonia que
indujese cambios hipdxicos en la fibra muscular cardfaca. La especificidad de la técnica resulté asf
aceptable desde el punto de vista metodolégico.

CONSIDERACIONES TECNICAS:

Uno de los aspectos mas criticos respecto al procesado de las muestras durante la autop-
sia es quizas, el tiempo de fijaciéon v la eleccion del liquido fijador. La fijacién éptima depende basi-
camente del tipo de fijador, y del tipo de técnica que se piensa utilizar [37, 38].
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Hay que admitir el hecho de que no existen fijadores éptimos para todo tipo de antigenos,
dado que muchos de ellos pueden desnaturalizarlos o alterar la cadena polipeptidica enmascarando
el epitopo a determinar. En nuestro estudio, los resultados més satisfactorios, los hemos obtenido
utilizando formol tamponado al 10%.

En lo que respecta a la metodologia seguida, conviene sefialar que la mayorfa de las mues-
tras precisaron como maximo 24 horas de fijacién para poder llevar a cabo las técnicas elegidas, a
pesar de que algunos autores consideran que el tiempo de fijacién es irrelevante para la inmunore-
actividad de anticuerpos como el C5b-9 [I1]. Unicamente en un pequefio porcentaje de casos, y
tras haber observado defectos de fijacion con las técnicas convencionales (Hematoxilina-eosina, tri-
crémico de Masson), fue necesaria su prolongacién hasta las 36 horas.

Durante la técnica se pudo observar que la utilizacién de enzimas proteoliticos disminufa la
sensibilidad del método inmunohistoquimico para los anticuerpos ensayados en este estudio. Por
este motivo se optd por la incubacion de los cortes histoldgicos mediante microondas.

La mezcla de los anticuerpos con glicerol a partes iguales, comporté la ventaja de
poder disponer de cantidades suficientes de anticuerpo en cualquier momento sin la necesidad
de congelarlo y descongelarlo, lo que permiti® una mejor disponibilidad del mismo durante
varios afos.

Dentro de los diferentes criterios que pueden ser fijados en funciéon de las condiciones par-
ticulares de seleccidn de casos o de recogida de muestras, uno de los mas importantes es sin duda
la resolucién con que fueron examinados (los observadores). Para una correcta interpretacion de los
hallazgos, se efectuaron evaluaciones separadas de cada caso, siendo revisados al cabo de tres
meses viendo la correlacién entre la primera y la segunda valoracion de las muestras. El resultado
final fue consensuado entre ambos observadores. En términos generales, se puede afirmar que los
resultados fueron obtenidos en condiciones basales siempre iguales o muy similares para cada anti-
cuerpo y cada muestra.

INTERPRETACION DE LOS RESULTADOS:

La interpretacion de los resultados puede constituir uno de los aspectos mas dificiles de la
inmunohistoquimica y debe ser llevada a cabo con suma precaucion, flexibilidad y siendo conoce-
dores de los errores que, potencialmente, pueden presentarse. En nuestra opinién, resulta de suma
importancia estar familiarizado con los diferentes patrones de tincién y con el grado de sensibilidad
y especificidad de los distintos anticuerpos utilizados durante el estudio, para una correcta valoracién
de los resultados.

En general, una tincidn positiva es mas fiable y valorable que una negativa. Ademas, ha de
tenerse en cuenta la aparicién de falsos positivos o negativos, debidos generalmente a problemas
técnicos o de la fijacién de las muestras.

Para realizar el presente estudio y la comparacién de los diferentes resultados se han selec-
cionado los pardmetros cuya alteraciéon consideramos que tienen mayor trascendencia: infarto
macroscopico, arteriosclerosis y trombosis coronaria, dado que constituyen diagndsticos manejados
habitualmente por la mayorfa de los médicos forenses. La mayor parte del resto de los parametros,
consideramos que no son apreciables salvo mediante examen microscdpico.

En numerosos casos se ha podido comprobar que las técnicas histoldgicas convencionales
no ofrecian hallazgos tipicos de isquemia irreversible (Fig. I), probablemente por la rapidez de la
muerte [39]. Esto impide que el diagndstico histoldgico sea concluyente, siendo necesaria la utiliza-
cién de técnicas mas especificas.
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Fig. 1.- a) Necrosis de coagulacién en fibras cardiacas isquémicas (asterisco, H&E, 40x). b) Necrosis en forma de ban-
das de contraccion (H&E, 40x). ¢) Formacion de neovasos en una zona de tejido colageno (cicatriz miocardica postin-
farto) (H&E, 20x). d) Trombo coronario oclusivo recanalizado (H&E, 4x). e) Placa coronaria fibrocalcificada con reduc-
cion de un 80% de la luz vascular (H&E, 4x). f) Aspecto macroscoépico de un trombo coronario adherido a la intima de
la circunfleja izquierda.

RESULTADOS DE LA INMUNOHISTOQUIMICA (Figs. 2 y 3).
a) C5b-9

Se observaron tinciones intensamente positivas en las areas de infarto correspondientes a
los controles positivos. Por su parte en los casos problema se comprobd una buena tinciéon de
necrosis unicelular en las zonas afectadas, asi como de tincidon perimembranosa e intersticial en las
areas periféricas y proximas a la zona de isquemia. Estos resultados concuerdan basicamente con los
expresados por Schéfer y cols [21].
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Fig. 2.- a) Deplecién de desmina en miofibrillas isquémicas (asterisco). b) Inmunotincion positiva para C5b-9 (asterisco).
c) Pérdida de positividad para actina en miocardio infartado con presencia de infiltrado polimorfonuclear (mitad inferior de la
preparacion). d) Positividad para mioglobina en la zona de miocardio intacto (superior derecha) en contraste con la zona
isquémica (inferior izquierda).

Fig. 3.- Cortes seriados: ausencia de datos histologicos de isquemia con hematoxilina-eosina en
contraste con la intensa positividad para C5b-9 (10x).
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Este anticuerpo se acumula inicialmente y de forma especffica, en la superficie de las célu-
las dafiadas. La tincidn observada era exclusivamente de membrana. No obstante, cuando el peri-
odo de isquemia es sostenido, la inmunotincién afecta también al citoplasma, tal vez debido a que
el dafio celular se ha hecho tan extenso que ha permitido la apertura de poros de membrana faci-
litando asi su paso a través de la misma. No se observé positividad nuclear.

La positividad observada en areas subendoteliales de los vasos, no parece guardar corre-
lacién con la existencia de isquemia miocdrdica sino mas bien con la edad y el desarrollo de arte-
riosclerosis [40]. En el presente estudio, la presencia de inmunotincidn positiva en el endotelio vas-
cular, se utilizé como elemento de control positivo para la técnica.

El promedio de positividad alcanzd solamente algo més de la mitad de los casos problema.
En un porcentaje importante (44%), la tincién fue negativa. Se trataba de muertes ocurridas en un
corto intervalo de tiempo entre la presentacién de los sintomas v el fallecimiento. Al respecto, el
interesante estudio de Thomsen [28] confirma estos datos y consideran que la lesién es evidencia-
ble Unicamente si el tiempo de isquemia es superior a 40 minutos. El anticuerpo se reveld mas efec-
tivo en los casos que presentaban trombosis coronaria sobreafiadida.

b) Desmina:

El hallazgo més ampliamente observado con este anticuerpo fue la disminucién o pérdida
de esta proteina en las areas de miocardio isquémico. El efecto de la isquemia sobre esta proteina
fue menor en las regiones subendocardicas, probablemente por el aporte suplementario de sangre
que supone el contacto de esta zona del miocardio con las cavidades. En ocasiones resultaba dificil
diferenciar una zona indemne de otra constituida por la red de Purkinje, que posee una morfologia
bastante similar.

Las primeras estructuras intracitoplasmaticas afectadas eran las estriaciones transversales,
mientras que cuando el infarto era mucho mas evolucionado (controles positivos) la afectacion inclu-
fa toda miofibrilla.

La mayor tasa de positividades dentro del grupo problema, se dio en el grupo de las trom-
bosis, sin embargo no se observaron diferencias significativas respecto a los otos grupos, mantenién-
dose una cierta uniformidad en su comportamiento.

c) Mioglobina:

En las zonas isquémicas se produjo fundamentalmente una pérdida de mioglobina.
Curiosamente las areas de tejido que mostraban deplecidon de esta proteina, resultaban positivas
para el C5b-9. En cualquier caso, las fibras que presentaban disminucién de la inmunotincidon no
mostraban alteraciones morfoldgicas tipicas y sugestivas de isquemia tales como bandas de contrac-
cién intracitoplasmatica, cariorrexis o cariolisis, o fucsinorragia.

Al igual que los demés anticuerpos, este mostré una mayor sensibilidad en el grupo de
€asos con trombosis coronaria.

d) Actina:

Hemos podido comprobar como en periodos muy cortos de isquemia (| hora aproximada-
mente) se producfa una disminucién de la inmunoreactividad en aquellas fibras afectadas por la isquemia
y/o necrosis. Este hallazgo, coincide basicamente con los estudios previos de Nishida y cols [2], quien
observaron como el anticuerpo anti-actina desaparecia en el lugar del infarto, mientras que la microsco-
pla electrénica demostraba la existencia de esta proteina en la fibra muscular cardiaca.
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Este comportamiento sugiere que la isquemia induce algunos cambios bioquimicos a nivel
molecular de la actina, ademas de cambios estrictamente estructurales o morfoldgicos. Los anticuer-
pos para actina y desmina se han mostrado como los mas efectivos.

INMUNOHISTOQUIMICA EN CASOS DE AUTOLISIS:

Sobre esta cuestion existe un alto grado de controversia: algunos autores sefialan buena
tolerancia a la autolisis [20] y otros indican que cuando existe autolisis, a medida que aumenta el
intervalo postmortem, disminuye la positividad de las técnicas [|0]. Nuestro material no ha estado
sometido a ninglin grado de autolisis, por lo tanto no hemos tenido ocasién de ensayar las técnicas
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Fig. 4.- a) Hemopericardio por rotura del ventriculo izquierdo en el curso de un infarto de miocardio. b) Infarto
transmural que afecta al muro posterior del V.I. c) Isquemia reciente de la pared posterior del ventriculo izquier-
do. d) Cicatriz de aspecto nacarado (fibrosis) correspondiente a una lesién isquémica focal. e) Infarto antiguo
subendocardico circunscrito a la cara anterior del V.I. con adelgazamiento de la pared. f) Infarto subendocérdico
circunferencial completo del V.I. con trombo fibrinohematico adherido al endocardio.
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en estas condiciones. No obstante, nuestros resultados coinciden béasicamente con los de Ortman
y cols [ ], que observa como determinados factores como el intervalo postmortem no pare-
ce tener ningln significado ni poseen un valor predictivo respecto a los resultados globales de
la inmunohistoquimica.

CAsOS SIN HALLAZGOS:

A partir de varias horas de isquemia, los cambios histoldgicos de lesién miocardica pueden
hacerse evidentes y, junto con las técnicas inmunohistoquimicas, permiten en la mayorfa de los casos
una evaluacion segura del infarto de miocardio. Sin embargo, esto no siempre sucede asi, en espe-
cial cuando el perfodo de isquemia es muy breve.

Parece claro que cuanto mas corta sea la duracién de los sintomas, incluyendo aquellos
fallecimientos instantaneos, menos probabilidades habra de desarrollar lesiones morfoldgicas evi-
denciables (Fig. 4), y aun de detectarlas mediante las técnicas histopatoldgicas habituales, pues es
conocida la posibilidad del desarrollo de una rapida arritmia, imposible de demostrar durante la
autopsia.

En el estudio, nos ha llamado poderosamente la atencién la presencia de un ndmero
importante de casos negativos. La tasa de negatividad con las técnicas convencionales, e incluso con
estos marcadores inmunohistoquimicos ascendid al 22% de los casos. Esta alta cifra puede obede-
cer a la existencia de un proceso basicamente de tipo funcional, sin que se haya establecido una ver-
dadera lesiéon necrdtica de la fibra miocdrdica. La informacién obtenida de amplios estudios necrdp-
sicos indica que el elevado indice de lesiones coronarias ulceradas, la ausencia de obstruccion trom-
bdtica completa y la presencia de microémbolos con puntos de microinfartos marcan una relacion
entre estas condiciones anatomopatoldgicas y la muerte sibita cardiaca en ausencia de evidencia de
necrosis miocardica reciente [4 |, 42]. En estas situaciones parece razonable atribuir la muerte a una
arritmia fatal de instauracion brusca [43].

Dichos casos se correlacionan bastante bien con la presencia de numerosos focos de fibro-
sis intramiocardica, expresados en nuestro estudio como focos de fibrosis intramiocardica con un
didmetro superior a | cm. Una explicacion satisfactoria para estos casos la encontrarfamos en el
hecho bien demostrado, de que las cicatrices miocardicas por infarto antiguo también pueden ser
causa de taquicardias por reentrada y desencadenar una muerte sibita [44].

En relacidn con lo anterior, cabe sefialar que cuando existe una cardiopatia isquémica
crénica, el 35% de los insultos isquémicos agudos pueden dar lugar a arritmias ventriculares fata-
les [45] y este incremento de la actividad ectdpica ventricular tiene lugar fundamentalmente
durante la Ultima fase del episodio isquémico, cuando el segmento ST comienza a retornar a la
linea isoeléctrica. La duracién del episodio isquémico no parece influir en el incremento de la
actividad ectédpica ventricular.

La relacién de causalidad entre la necrosis miocardica y el desarrollo de arrftmias cardfacas
y muerte subita ha quedado patente en diferentes estudios fisiopatoldgicos vy electrocardiograficos.
Las alteraciones del ritmo cardiaco como reaccién a la isquemia son conocidas desde hace tiempo,
desde que se indujeron episodios de fibrilacidn ventricular con la simple presién digital del corazén.
Los efectos electrofisioldgicos celulares de la isquemia han quedado también demostrados en otros
estudios clinicos y experimentales bien controlados [46]. Cuando se ocluye una arteria coronaria y
comienza el infarto de miocardio, se han descrito una amplia variedad de actividades ectépicas, en
su mayorfa complejos ventriculares prematuros [47, 48], mientras que la taquicardia ventricular
puede observarse en el | al 7% de los casos [49, 50], siendo esta generalmente de escasa trascen-
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dencia. La opinién es refrendada por Cheema y cols [51] Unicamente cuando la taquicardia ventri-
cular tiene lugar dentro de las siete primeras horas desde la presentacion; si aparece mas tardiamen-
te el riesgo de muerte sibita se incrementa notablemente. Un reciente estudio experimental con-
firma que la isquemia aguda facilita la iniciacion de fibrilacién ventricular [52].

Por su parte Pepine y cols [53], asi como Goldstein y cols [54] encuentran en |/3 de los pacien-
tes datos de isquemia precediendo a la muerte sibita. A pesar de la evidencia de los estudios experi-
mentales que establecen una firme relacién entre isquemia y arritmia, no obstante en el terreno clinico
esta relacién es menos directa dado que es dificil obtener informacion fiable de pacientes que han sido
reanimados tras fibrilacion ventricular o copalso subito, por lo que a la isquemia se le concede Unica-
mente un papel predictivo o prondstico [55]. Ha de considerarse ademds, la posible existencia de otros
factores dindmicos (pasajeros) como causa de infarto de miocardio, tales como el vasoespasmo coro-
nario y la agregacion plaquetaria reversible. Esto es generalmente aceptado sobre la base de estudios
angiograficos coronarios en pacientes con infarto agudo de miocardio.

Conviene sefalar, que los efectos de la reperfusién suponen una dramadtica reduccién
sobre la tasa de taquicardia ventricular, con incremento de su estabilidad eléctrica [56], sin embargo
la reperfusién tisular en s conlleva un cierto riesgo de arritmias [57]. Pero el verdadero mecanismo
de muerte subita en individuos sin infarto antiguo, sin trombosis coronaria y con reducciones lumi-
nales coronarias inferiores al 50%, todavia hoy permanece desconocido. Tal vez se deban a altera-
ciones en los canales del sodio que producen arritmias y muerte subita, tal y como sucede en el sin-
drome del Q-T largo o en el sindrome de Brugada [44].

CONSIDERACIONES FINALES

Como acabamos de ver en las paginas precedentes, existe un alto porcentaje de errores indu-
cidos por la exclusiva visién macroscédpica de la autopsia médicolegal, todo lo cual indica la necesidad del
estudio complementario anatomopatoldgico para dar una validez cientffica a sus conclusiones.

Semejante pretension estd lejos de alcanzarse, y solo se podrd conseguir mediante una
mayor disponibilidad de las técnicas histopatoldgicas convencionales e inmunohistoquimicas en el
momento de la autopsia, y a través de la imposicién de una metodologfa sistemadtica de estudio de
las muestras en aquellos casos de interés judicial.

No cabe duda de que la muerte sibita representa un auténtico problema sin resolver y una
considerable alteracién emocional en nuestra comunidad, especialmente cuando tiene lugar en indi-
viduos jévenes y aparentemente sanos [58]. En una pequefa proporcidn de sujetos (generalmente
jovenes o de mediana edad) la causa de la muerte no puede ser descubierta ni aun después de una
cuidadosa autopsia y de la practica de numerosos examenes complementarios, lo que nos induce a
pensar en la existencia de una serie de procesos puramente funcionales, imposibles de evidenciar
en estos momentos, mediante el estudio necrépsico.

Ante estos casos Davies [59] ha propuesto que admitamos nuestra ignorancia y registre-
mos la causa de la muerte como "Sindrome de muerte subita del adulto". Esto nos parece una pos-
tura honesta, al tiempo que nos proporciona una idea de la verdadera magnitud del problema y de
la necesidad de seguir profundizando en el conocimiento del tema.

En conclusién, en los casos en los cuales se sospeche el desarrollo de un infarto de mio-
cardio de corta evolucién, es recomendable la utilizacién combinada de técnicas convencionales e
inmunohistoquimicas, sin embargo estas Ultimas no sustituyen la interpretacién macroscédpica ni la
autopsia en si misma v los resultados deben correlacionarse con los hallazgos microscopicos con-
vencionales, con los datos clinicos y con el resto de los exdmenes complementarios realizados.
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(estudio inmunohistoquimico).

Entre los anticuerpos ensayados, los marcadores de actina y desmina se han mostrado
como los mas efectivos para este tipo de diagndstico. En estas circunstancias, la inmunohistoquimi-
ca, incrementando la seguridad del diagndstico necrépsico.

Por otra parte y como hemos podido observar en el presente estudio, existe un porcen-
taje relativamente importante de casos (22%) sin alteraciones histopatoldgicas sugestivas de isque-
mia miocérdica, por lo que la causa de la muerte podrifa atribuirse a un proceso estrictamente fun-
cional. Sobre la base de estos hallazgos y de otros estudios similares, resulta razonable admitir el
"Sindrome de muerte sibita del adulto" como una categorfa diagndstica independiente. 4
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