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Resumen

El objetivo principal del estudio ha sido la aplicacion de técnicas inmunohistoquimicas para poder efectuar el diagndstico
de la isquemia miocérdica en fases precoces con un margen mayor de seguridad. Se han seleccionado casos de muerte
sUbita de origen cardiaco en sujetos adultos, y se ha realizado una valoracion descriptiva y semicuantitativa de los ha-
llazgos. El diagndstico histopatologico mediante la utilizacion de fibronectina por procedimientos inmunohistoquimicos
ha demostrado una sensibilidad muy superior a la de las tinciones habituales. Los resultados altamente satisfactorios y
la simplificacién al méaximo de la técnica pueden contribuir a su implantacion en los laboratorios forenses y a que sea
aplicada en un nimero importante de casos judiciales.

Palabras clave: Patologia forense. Muerte slbita. Isquemia miocardica. Diagnoéstico histopatolégico. Inmunohistoqui-
mica. Fibronectina.

Abstract

The main objective of the study was the application of immunohistochemical techniques in the diagnosis of myocardial
ischemia in the early stages with a greater margin of assuredness. We have selected cases of sudden cardiac death
in adults, making a descriptive and semiquantitative assessment of the findings. Histopathological diagnosis by in-
munohistochemical techniques using fibronectin antibodies has shown higher sensitivity than routine techniques. The
satisfactory results as well as well as the simplification of the technique contributes to its implementation in forensic
laboratories and application in an important number of forensic cases.

Key words: Forensic pathology. Sudden cardiac death. Myocardial ischemia. Microscopic diagnosis. Fibronectin.

170

Cuad Med Forense 2014;20(4):170-179



Cambios histopatologicos en la necrosis miocérdica mediante la expresion de fibronectina

Introduccion

En nuestro pais, y en concreto en nuestro medio de
trabajo, muchas de las autopsias médico-legales que
se practican no cuentan con el apoyo de exdmenes
complementarios de tipo histopatolégico. En mu-
chos casos de sospecha de infarto de miocardio, el
diagndstico post mértem se ve reducido a un nivel
macroscépico, muchas veces inferido de otro tipo
de lesiones presentes en el cadaver (por ejemplo, un
grado considerable de arteriosclerosis coronaria) o
basado exclusivamente en la sintomatologia previa al
fallecimiento y relatada de forma inexacta o errénea
por los testigos, sin que exista una verdadera corre-
lacién anatomopatoldgica.

Dado que la mayoria de los estudios acerca de la
isquemia miocardica se han efectuado en el modelo
animal y que existen escasos estudios post mértem
en corazones humanos, o estan basados exclusiva-
mente en estudios clinicos, decidimos que el trabajo
debia centrar su atencién en la investigacion de la
cardiopatia isquémica en humanos, al tratarse de
un material relativamente poco estudiado y todavia
menos la técnica inmunohistoquimica que hemos
decidido ensayar.

La matriz extracelular cardiaca contiene un gran
nimero de componentes fundamentales para el
desarrollo cardiaco, su funcionamiento normal y la
reparacion del miocardio. Entre todos ellos destaca,
por su importancia, la fibronectina (Fn). Se trata de
una proteina con multiples propiedades y funciones
en la adhesién celular, que se encuentra en la sangre y
en una variedad de tejidos como la matriz extracelular
(Figura 1). La Fn es el componente clave de la matriz
provisional durante la reparacion de una herida!, y a
menudo esta elevada en los tejidos durante la remo-
delacion tisular y la fibrosis?. Otras funciones incluyen
la mediacion en la adhesién celular, promoviendo la
migracion celular y la quimiotaxis, ayudando ademas
a regular el crecimiento celular. Posee, pues, una
funcion de adhesidn bioldgica y de estimulacion de la
formacién de una matriz del colageno®. La Fn es par-
ticularmente abundante en las vias migratorias para
células embrionarias, como aquellas relacionadas con
la gastrulacién, la migracion de la cresta neural y la
migracion celular del mesodermo precardiaco. Esta
también tipicamente localizada en el tejido conectivo
y en las membranas basales en el embrion (rara vez
en el adulto). Los acimulos de fibrina en las heridas
cutdneas poseen también importantes cantidades
de Fn, donde sirve como sustrato para las células
migratorias durante la reparacion tisular (tejido de
granulacién). La presencia de Fn en los vasos san-
guineos de corazones adultos es muy escasa, pero

en los vasos sanguineos de otros érganos si hay una
fuerte inmunorreactividad!#. Se ha detectado, ade-
mas, en las membranas basales de los capilares y en
el endotelio arterial, en las células musculares lisas
y en los fibroblastos de la adventicia, probablemente
por depdsito de Fn plasmatica®®.

In vitro, muchos tipos de células endoteliales sinteti-
zan Fn, y curiosamente, en las células de las valvulas
cardiacas bovinas apenas se sintetiza’. Desde el
punto de vista genético, se trata de una glucoproteina
codificada por un solo gen relativamente largo, con
una longitud estimada de 50 kilobases, pero existente
en un nimero variable de formas. Por una parte existe
una forma denominada plasmaética, presente en la
sangre como una glucoproteina soluble en el plasma
en una concentracion de 0,3 g/I, y por otra, existe la
forma celular producida por una amplia variedad de
tipos celulares que la secretan y a menudo la organi-
zan en el interior de la matriz extracelular. La Fn esta
compuesta por tres tipos de médulos, denominados
tipos I, 11 y 1118, Estos tres mddulos proteicos basicos
son usados como bloques estructurales por otras
proteinas. Asi, el médulo | también se encuentra en
el activador tisular del plasmindgeno. El tipo Il es
similar al de los codgulos sanguineos y las proteinas
fibrinoliticas. Finalmente, el tipo Il se encuentra en
la tenascina, en las moléculas de adhesion celular
como la L1, y en muchas otras proteinas como unidad
basica estructural. Un cierto nimero de factores de
crecimiento y de citocinas puede regular la sintesis de
Fn, incluyendo el factor de crecimiento tumoral beta®.
Los mecanismos por los cuales estos factores regulan
la expresion génica permanecen aln sin esclarecer.

Molecularmente, es un monémero de peso 279.000
Da; sin embargo, la Fn se encuentra en general como
un dimero unido por un puente disulfuro, o como un
multimero comprimiendo las fibrillas extracelulares.

Figura 1.

Esquema representativo
de los componentes
fundamentales de

la matriz extracelular.
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En el plasma existe en forma de discos moleculares
de unos 30 nm de didmetro y 2 nm de espesor!®11,
Tanto la Fn plasmaética como la celular pueden ser
convenientemente incorporadas al interior de las
fibrillas, pero tienden a permanecer segregadas, lo
que sugiere que los ensamblados alternativos pueden
ayudar a regular una organizacién supramolecular.
Cuando se incorporan al interior de las fibrillas, es-
tas adquieren estabilidad. La proteina ha sido muy
poco estudiada en el corazéon humano. Las células
embrionarias cardiacas, incluyendo los miocitos car-
diacos, los fibroblastos y las células endoteliales!?!3,
se parecen algo a otras células embrionarias'* que
se transforman en Fn y se ha visto como, después
de la embriogénesis, la Fn de las fibras cardiacas
aumenta’s.

Obviando las diferencias entre los anticuerpos en-
sayados, el trabajo que se expone esta en la misma
linea de investigacion que el articulo publicado en el
nimero 35 de Cuadernos de Medicina Forensel® y
en sendos libros de histopatologia forense editados
en los Estados Unidos y en nuestro pais!” !¢, donde se
aplica el método inmunohistoquimico con diferentes
anticuerpos a casos forenses de muerte slbita car-
diaca de dificil resolucién. Para ello hemos estudiado
un total de 89 corazones humanos. Los hallazgos se
han expuesto mediante una valoracién descriptiva
y semicuantitativa. Al mismo tiempo, se expone un
procedimiento inmunohistoquimico simplificado al
maximo, de cara a su futura implantacién en los
laboratorios forenses de histopatologia.

Material y método

En el estudio realizado se ha seleccionado exclusi-
vamente material humano compuesto de muestras
procedentes de autopsias médico-legales. Se ha
intentado reunir muestras pertenecientes a sujetos
de todas las edades y de ambos sexos, independien-
temente de que a priori pudieran ser considerados
individuos de riesgo, y por tanto candidatos a morir
repentinamente. Es decir, la selecciéon se ha efec-
tuado sobre la poblacién que fallece sibitamente y
que a diario pasa por la mesa de autopsias, con el
fin de reproducir con la maxima fiabilidad posible
las condiciones de campo con que se enfrenta el
médico forense.

El tiempo transcurrido entre el fallecimiento y la
extraccion de las muestras se conocia con bastante
exactitud en la mayor parte de los casos, y no exce-
dia de 16 horas. Durante este tiempo, el cadaver se
mantuvo refrigerado a 4 °C en el depdsito.

Aligual que han hecho otros autores, de la seleccion
de casos se decidi6 excluir aquellos en los cuales se
habian practicado maniobras de reanimacion cardio-
pulmonar?, en especial ante la posible existencia de
masaje cardiaco o la inyeccion intracardiaca de cate-
colaminas o de otros farmacos, pues tales maniobras
pueden inducir lesiones similares a la isquemia?%:2!;
teniendo en cuenta también que tales maniobras
pueden originar ademéas una deplecion de ciertas
proteinas, asi como afectar 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 deplecion de antigenos,
sino también el efecto de la corriente eléctrica que se
utiliza en las maniobras de cardioversion, asi como
la reperfusion tisular, que afecta de manera especial
a la Fn?2. Por consiguiente, fueron excluidos también
del estudio los casos de pacientes ingresados en la
Unidad de Cuidados Intensivos y sometidos a me-
didas de soporte antes del fallecimiento. En total se
han estudiado 89 corazones, los cuales compusieron
los siguientes grupos o categorias:

— Controles positivos: 15 casos con evidencia
macroscépica de infarto de miocardio reciente
(algunos de ellos documentados clinicamente).

— Controles negativos: 16 individuos con muerte
rapida de etiologia no cardiaca, especialmente
victimas de traumatismos craneoencefalicos en
accidentes de trafico, precipitaciones, heridas
por arma de fuego, etc. Se partié de la base de
considerar que, cuando una muerte tiene lugar
de forma instantdnea o casi instantanea, los
cambios hipdxicos agonales de la fibra cardiaca
no existen o bien son minimos, constituyendo
un buen control negativo.

— Casos problema: 58 casos, para cuyo estudio
se clasificaron en varios grupos en funcién de la
duracién de los sintomas clinicos o prédromos
(duracién inferior o superior a 6 horas), y seglin el
hallazgo anatomopatolégico principal observado
durante la autopsia (grado de aterosclerosis,
presencia de trombosis coronaria, etc.).

Previamente se excluyeron 14 casos por distintos mo-
tivos: no disponer del nimero de muestras suficientes
para realizar el estudio inmunohistoquimico o no estar
adecuadamente fijadas, porque no eran representa-
tivas de la lesion, por encontrarse afectadas por la
putrefaccién o porque los resultados de la inmunohis-
toquimica no eran satisfactorios. Teniendo en cuenta
la duracion de los sintomas, establecimos dos grandes
categorias: un grupo formado por aquellos casos cuya
duracién de sintomas fue inferior a 6 horas (n = 43)
y otro en el que la duracién era superior a 6 horas (n
= 15). Durante el estudio se consideraron, ademas,
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las grandes variables anatomopatolégicas presentes
en este tipo de muertes, como son la presencia de
trombosis y el grado de aterosclerosis coronaria. Se
realizaron secciones de tejido de 4 um, que se tifieron
con hematoxilina-eosina y tricrémico de Masson para
su estudio sistematico. A continuacion se obtuvieron
nuevas secciones para la realizacién de técnicas
inmunohistoquimicas.

El estudio inmunohistoquimico se llevd a cabo
mediante la técnica del complejo estreptavidina-
biotina-peroxidasa, utilizando el anticuerpo Fibro-
nectina (Monoclonal Dako) en dilucién 1:5.000. La
técnica inmunohistoquimica se realizé sobre cortes
de parafina de 5 um 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 °C durante 24 horas. Tras
desparafinarlos e hidratarlos, se efectuaron los si-
guientes pasos:

— Desenmascaramiento antigénico por calor: los
cortes se trataron en tampon citrato sédico 10
mM, pH 6, en microondas a 750 W de potencia,
haciendo primeramente dos pases de 5 minutos
cada uno. Se retiraron los cortes y se dejaron
enfriar en el mismo tampo6n a temperatura am-
biente durante 20 minutos.

— Dos lavados con PBS (Phosphate Buffer Saline)
durante 5 minutos cada uno y se rodeaba la
muestra con Dako Pen.

— Retirada del exceso de PBS.

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

- Dilucién en albimina bovina (Sigma) al 0,1%
en PBS apH 7,5.

- Dilucién del anticuerpo en la albdmina bovina
anteriormente preparada.

- Incubacién durante 1 hora a temperatura
ambiente.

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

— Retirada del exceso de PBS.

—. Anticuerpo biotinado: incubacién durante 30
minutos a temperatura ambiente, con DUET
(Dako), 1.000 ul de PBS + 10 ul de reactivo C
+ 15 ul de NGS (Normal Goat Serum, Dako).

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

— Retirada del exceso de PBS.

— Inhibicién de la peroxidasa endégena con H,0, al
3% durante 10 minutos a temperatura ambiente.

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

— Retirada del exceso de PBS.

— Complejo estreptavidina-biotina-peroxidasa:
incubaciéon durante 30 minutos a temperatura
ambiente con DUET (Dako), 1000 ul de PBS +
10 ul de reactivo A + 10 ul de reactivo B.

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

— Retirada del exceso de PBS.

— Tincién con diaminobencidina durante 10 minu-
tos.

Se prepard la solucién, antes de ser utilizada,
del modo siguiente: 1 tableta de DAB (Merck)
+ 10 ml de agua destilada. Ahadir 10 ul de
H,0, al 3%.

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

— Lavado con agua destilada, deshidratacion,
aclarado y montaje.

En todos los casos estudiados se valoraron las ca-
racteristicas macroscdpicas y microscépicas conven-
cionales. Se evalué ademas el estado de los vasos
intramiocardicos (diabetes, hipertensién, enfermedad
de las pequefas arterias, etc.).

Se valoraron la positividad y la negatividad del an-
ticuerpo empleado. Para cuantificar los resultados
obtenidos, se realiz6 un recuento semicuantitativo.
Se consideraron positivos cuando afectaban a mas del
20% de las fibras en cada preparacion. Se establecid
el umbral del 20% teniendo en cuenta los resultados
de los controles negativos. El recuento fue realizado
a 400 aumentos por dos observadores, y todos los
resultados se revisaron al cabo de 3 meses.

Resultados y discusion

Para el estudio de la muestra en su vertiente epi-
demiolégica se incluyeron los controles positivos (n
= 15) y los casos problema (n = 58). Para la des-
cripcion de la muestra y el analisis estadistico no se
tuvieron en cuenta los controles negativos, resultando
asi una poblacién total de 73 individuos. Las edades
estaban comprendidas entre 25 y 94 afios, con una
media de 62,5 afios (desviacion tipica: 13,5). Del to-
tal de los casos, 56 correspondieron a varones (77%)
y 17 a mujeres (23%). La media de edad para los
varones era de 61,3 afos (desviacion tipica: 13,9),
mientras que las mujeres tenian una media de 66,9
afos (desviacioén tipica: 11,6). Aproximadamente
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Figura 2.

Tejido miocardico normal.
Ausencia de fibronectina en
citoplasma y nucleos (40x).

Figura 3.

Depésito de fibronectina
en el endotelio de un vaso
intramiocardico (40x).

Figura 4.

Inmunomarcaje positivo para
Fn en una placa de ateroma
coronario (40x).

Figura 5.

Tincién positiva en miocitos
isquémicos. Nitida
diferenciacién entre
miocardio preservado y
miocardio isquémico.
Preservacién de estriaciones
transversales y discos
intercalarse (40x).

una tercera parte de los fallecimientos tuvieron lugar
sin la existencia de sintomas previos relacionados,
es decir, ocurrieron de forma instantdnea. En otra
cuarta parte este pardmetro no pudo ser determinado.
El sintoma maés frecuente fue el dolor precordial de
caracteristicas anginosas; el resto de los sintomas
tuvieron una escasa incidencia.

Una parte considerable de la muestra (n = 32)
correspondia a casos con una duracion de la sinto-
matologia inferior a 1 hora; en el resto se observaron
intervalos variables entre el inicio de los sintomas
y el fallecimiento. Tan solo en el intervalo de 6-12
horas el niimero de casos fue bastante reducido. Se
han identificado un total de 23 casos de trombosis
coronaria (31,5%), de los cuales 11 presentaban
infarto de miocardio reconocible macroscépicamente
y en 12 casos estaba ausente. Por otra parte, 9 de los
casos presentaban sintomas de duracién inferior a 6
horas, 1 caso superior a 6 horas y en 13 casos este
dato no pudo valorarse por desconocerse el perfil de
presentacion. En otros 23 casos (31,5%) pudimos
identificar lesiones isquémicas que afectaban también
al segmento derecho del corazén. En ninglin caso se
observd positividad exclusiva referida al ventriculo
derecho.

Con el objetivo de valorar la sensibilidad de la técnica
se utilizaron los 15 casos con infarto de miocardio
macroscopicamente visible (controles positivos), y se
obtuvieron resultados plenamente satisfactorios. To-
dos ellos mostraron positividad para este anticuerpo,
por lo que la sensibilidad fue del 100%. En otros 16
casos considerados como controles negativos (muer-
tes muy répidas de etiologia no cardiaca) se ensayo
el mismo anticuerpo, con 15 resultados negativos y
uno positivo (positividad minima). La especificidad
resultante fue del 93,7%.

En el miocito normal (Figura 2) no hemos apreciado
inmunotincién para Fn en el interior de la fibra. En
estos casos se comprobd su presencia exclusivamente
en el endotelio de algunos vasos (Figura 3), en el
intersticio celular y en las placas de ateroma (Figura
4). Se observd, ademés, que el mayor marcaje co-
rrespondia a los casos sin aterosclerosis y con una
evolucién superior a 12 horas. Por su parte, en las
primeras horas de evolucion, la inmunotincion entre
los grupos con trombosis y aterosclerosis fue mas
discreta, mientras que en el intervalo de 6-12 horas
no hubo positividades.

En el miocito isquémico, en especial en el situado en
los bordes del infarto, se observa una intensa inmuno-
tincion nuclear y citoplasmatica, con un limite nitido
entre la fibra dafhada y la sana (Figura 5).

En el grupo de sintomas superiores a 6 horas, algunos
casos mostraban incipientes cambios macroscopi-
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cos, caracterizados basicamente por la presencia de
palidez en la zona isquémica. Otro grupo de casos
mostraba una franca evolucién de la necrosis, con
rotura de la pared del ventriculo y hemopericardio.
En los infartos de mayor evolucién se observé un
franco reemplazo fibroso de fibras musculares
cardiacas, adoptando una distribucion transmural,
circunferencial o laminar, generalmente de localiza-
cion subendocardica. Todos los controles positivos
marcaron alguna zona con la Fn. Por su parte, en
el grupo de trombosis el fenémeno fue el contrario,
es decir, el Gnico caso que tuvimos no mostré po-
sitividad. Los casos sin aterosclerosis mostraron un
comportamiento similar, y tan solo 1 caso mostrd
positividad en todos los cortes analizados. Asi pues,
desde el punto de vista global, se pudo comprobar
que un 20% de la muestra fue negativa, mientras
que la positividad radicé casi exclusivamente en
los controles positivos. En estos casos de isquemia
mantenida, la inmunotincién iba acompafada de un
adelgazamiento de las fibras afectadas y un patrén de
distribucion intracitoplasmaético de la Fn (Figura 6).

En el grupo de casos con aterosclerosis, la negativi-
dad fue significativamente mayor que en los casos
con trombosis (37,5 y 22,2%, respectivamente). El
grupo sin aterosclerosis y con arteriosclerosis tuvo
una negatividad similar. En conjunto, se obtuvo
alguna positividad en unos dos tercios de los casos
estudiados. La expresién del anticuerpo fue maxima
en el Unico control positivo de corta evolucién de que
dispusimos, y en general se obtuvieron positividades
en diferentes grados en tres cuartas partes de las
muestras analizadas.

Existe un cierto consenso respecto a la ubicacién
de la Fn en el tejido cardiaco normal. Diferentes
estudios coinciden en sefalar su localizaciéon en la
membrana basal del endotelio vascular venoso, la
lamina elastica de las arterias y los fibroblastos?3-2°.
No obstante, las observaciones en situaciones de
necrosis miocardica difieren considerablemente entre
si. En general hemos visto que en las primeras fases
de la isquemia las fibras afectadas presentaban una
inmunotincién citoplasmaética, caracterizada por el
mantenimiento de las estriaciones transversales,
apreciandose claramente en numerosas ocasiones
los discos intercalares. Habitualmente coexistia una
tincion citoplasmatica junto con tincién nuclear (Figu-
ra 7). El patrén de tincién citoplasmaética variaba de
intensidad de una célula a otra dentro de un mismo
grupo celular, aunque dentro de la misma célula se
mantenia bastante uniforme (tincién mas o menos
homogénea), existiendo en ocasiones un claro limite
entre una célula afectada y otra indemne. Los hallaz-
gos son similares a los descritos por Shekhonin et al.>

y Knowlton et al.?® para isquemia experimental de
3 horas, y a los de Casscells et al.?* tras 4 horas de
isquemia. Consideramos que esta heterogeneidad en
la expresién del antigeno es una de las caracteristicas
mas importantes de un verdadero resultado positivo.

En nuestro estudio hemos podido comprobar como
en la utilizacién de la Fn resulta mas facil valorar su
especificidad, por ser también una tincién nuclear.
Es mucho mas raro, por tanto, que haya reacciones
inespecificas en el nicleo. Por otra parte, el nicleo
puede permitir una cuantificacion mucho mas facil
de los resultados obtenidos. Curiosamente, entre
los autores consultados solo dos mostraban expreso
desacuerdo respecto a la existencia de tincién nu-
clear?427,

Estudios experimentales demostraron que la Fn
acumulada en la matriz extracelular penetra en el in-
terior del miocito después de 30 minutos de oclusion
coronaria. Previamente se habian descrito intervalos
de 1 hora?”?® o de 3 horas®y 4 horas?*en animales
de experimentacion. EI mecanismo de introduccion
de la Fn se ajusta bastante bien al modelo teérico
propuesto por algunos autores?3?°, de tal manera que

Figura 6.
Patrén de tincién

intracitoplasmatico sobre
fibras isquémicas, algunas

parcialmente afectadas con el

nucleo preservado (40x).

Figura 7.
Miocitos afectados por

necrosis. Tincién nuclear

(40x).
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tras una pequefa lesion isquémica la Fn plasmatica
es extravasada y rodea inicialmente los miocitos is-
quémicos. Esta extravasacién de Fn inicia el proceso
de reparacion tisular, dado que tiene propiedades
opsonicas y quimiotacticas. Thornell et al.?° enfatizan
el mayor protagonismo de la forma plasmatica en la
evolucion del infarto y en la consiguiente reparacion
del dafio miocéardico. La opinién expresada por este
autor coincide con otros estudios que atribuyen
a la Fn acumulada durante los 2-3 primeros dias
postinfarto un origen exclusivamente plasmatico®!!
y producida por los hepatocitos®*. Ademaés, la hetero-
geneidad en la poblacién de miocitos en relaciéon con
la infiltracion celular podria deberse en parte a la Fn
plasmaética procedente del flujo colateral.

Para algunos autores, la intensidad de la tincién
intracelular depende de la Fn disponible en la ma-
triz extracelular, ya que la penetracion de Fn tiene
lugar primariamente en aquellas areas de la fibra
que estan yuxtapuestas a los grandes depdsitos de
Fn en el espacio extracelular. Sin embargo, hemos
visto tinciones muy positivas en el tejido intersticial
(que por otra parte parece tener una distribucion
puramente aleatoria) sin afectacion de la verdadera
fibra, por lo que consideramos que este hallazgo no
posee ningln significado ni guarda ninguna relacién
con las zonas isquémicas. Este comportamiento de
los miocitos sanos abundantemente rodeados por Fn
sin desarrollar ninglin patrén de inmunotincién tuvo
lugar sobre todo en las zonas limitrofes con el infarto,
al igual que se ha visto en otros estudios publicados®!.

Respecto a la distribucién espacial de la inmuno-
tincion, nuestras observaciones coinciden con las
de Thornell et al.?° y las de Froen y Larsen®?, de tal
manera que la zona central de la regién infartada
presentaba una tincién mas tenue que la periferia,
probablemente por la degradacion de la Fn en aquella
zona. Por el contrario, no hemos podido confirmar la
existencia de la mitad de los miocitos tenidos, tras un
periodo estimado de isquemia de 3 horas.

De forma similar a lo observado por Ortamann et
al.??, la regién subendocardica generalmente no se
encontraba afectada por la necrosis. Esta observa-
cién contradice los datos ofrecidos por Larsen et
al 3!, quienes indican que en los bordes del infarto,
en el revestimiento del pericardio y sobre todo en
la superficie endocérdica, el nimero de miocitos
tefidos oscilaba entre un 53% y un 63% después de
3 horas de isquemia. De la misma forma, nuestros
datos son discordantes con los resultados obtenidos
por Holmbom et al.33, quienes efectlian un trabajo
experimental con cerdos y encuentran un patrén de
tincion de parche irregular subendocérdico a los 30
minutos de oclusién coronaria.

Se ha especulado con la posibilidad de que la regién
subendocéardica permanezca intacta por estar en con-
tacto intimo con la sangre de la cavidad, obteniendo
asi un aporte de oxigeno suplementario. En cualquier
caso, en esta localizacion (subendocardica) hemos
podido comprobar la dificultad de diferenciar los
miocitos sanos de las células de Purkinje, dado que
estas no se ven afectadas por la necrosis.

Aungue no hemos obtenido iméagenes al microscopio
electrénico, que revelen el mecanismo por el cual la
Fn pierde su original ubicacién en el espacio intersti-
cial y penetra en el interior del miocito, sin embargo
se ha demostrado que la penetracion de Fn en el
interior del sarcoplasma puede tener lugar a través
de la superficie danada del sarcolema®* o a través
del sistema de tdbulos transversales. Para Froen y
Larsen®, todas las partes de los tubulos transver-
sales aparecen tefiidas en los estadios precoces,
incluyendo un gran nimero de vesiculas, las cuales
probablemente resultan de la fragmentacion de los
tdbulos transversales de la membrana.

Estudios previos han demostrado que la membrana
basal puede mantener su integridad hasta 3 horas
después de la isquemia, a pesar de que el sarcolema
haya sido fragmentado®!. En el estudio de Froen y
Larsen®?, la Fn aparece conservada en su posicion a
lo largo de la superficie celular después de 24 horas
de isquemia, incluso en los miocitos desestructurados
por la necrosis. Asi, la afluencia de Fn no aparece
seguir exclusivamente la extension de la fragmenta-
cién de la superficie del sarcolema y la ldmina basal,
como han sugerido Shekhonin et al.?.

Ciertos autores indican que, a pesar de que el sistema
de tubulos transversales se continlia con la superficie
del sarcolema, cada una de esas membranas contiene
una o mas proteinas Unicas y diferentes®®, y por eso
se cree que la superficie de la membrana y la mem-
brana del sistema de tUbulos transversales no son
idénticas3®. Diferencias en las propiedades o en la
resistencia de esas membranas facilitan mas o menos
la penetracion de la Fn a través de la membrana de
los tlbulos transversales.

Considerando el tamafo relativamente grande de la
molécula, es obvio que la presencia de Fn intracelular
sirve de evidencia de importante dafio de la mem-
brana celular; semejante criterio es aceptado como
indicador de dafo celular miocardico de caracter
irreversible?®37.

En los casos con menos de 6 horas de evolucién
clinica, el balance de este anticuerpo frente a las
técnicas convencionales ha sido claramente positivo,
con un 67,3% de positividades frente a un 16,3%
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en aquellas. Numerosos casos sin alteraciones
morfolégicas detectables con hematoxilina-eosina o
con tricrémico de Masson mostraron, sin embargo,
inmunopositividad con la Fn. En el grupo problema,
los casos con trombosis tuvieron una tasa de negati-
vidad (22,2%) significativamente inferior a la de los
otros dos grupos de casos con o sin arteriosclerosis
(35,3% y 35,5%, respectivamente). El anticuerpo
parece, pues, mas efectivo en el diagndstico de
casos con trombosis coronaria, aun en ausencia de
datos macroscépicos de infarto. Por el contrario, no
se observaron diferencias espaciales ni en el patrén
de tincion de los diferentes casos.

En la mayoria de los casos de larga evolucién hemos
podido comprobar que el infarto afectaba a la practica
totalidad del espesor del ventriculo, y que el patrén
de tincion citoplasmaético se disponia en forma de
pequefas condensaciones o pequefos grumos,
formando una imagen de tipo flocular (Figura 8).
Este dato concuerda con lo sefalado por Holmbom
et al.®3, si bien su trabajo experimental realiza esta
observacion con un tiempo de isquemia muy inferior
al nuestro (60-90 minutos).

En el grupo de evolucién superior a 6 horas, to-
dos los controles resultaron también positivos; sin
embargo, el Unico caso con trombosis no mostrd
inmunopositividad. Este dato estd en discordancia
con lo observado en los casos de corta evolucion,
pero creemos que debe ser interpretado con las de-
bidas precauciones y nos inclinamos por considerar
que en los casos con trombosis la Fn también es
atil. Ademas, hemos visto que las zonas afectadas
de reperfusiéon (bien por proliferacion colateral de
capilares sanguineos o por procesos exclusivamente
fibrinoliticos) presentaban una fuerte tincién, tanto
de las zonas hipereosindfilas como de las bandas
de contraccién, en concordancia con los hallazgos
de Amberg et al.38 en infartos de una duracién muy
inferior a los nuestros. A pesar de estas limitaciones,
la positividad mostrada por este anticuerpo fue del
80%, frente a un 73,3% con hematoxilina-eosina y
tricrdmico de Masson. Conviene sefalar que estos
resultados no han podido ser comparados con ningtin
otro trabajo, pues en nuestro conocimiento, entre
los escasisimos articulos publicados sobre Fn en
infartos humanos, ninguno de ellos ha establecido
esta clasificacion y se han limitado a considerarlos
conjuntamente.

Comparando los infartos mas recientes con aquellos
de mayor evolucién, hemos corroborado la opinién
de otros autores®?, ya que después de 24 horas de
isquemia la degradacion afectaba también a las
células de los bordes, produciéndose el consiguiente

descenso de la inmunotincién, y en consecuencia una
disminucién de las variaciones regionales.

Respecto al grado de concordancia con las técnicas
convencionales, en un 28,9% de los casos ambas téc-
nicas fueron negativas. No hubo ningln caso positivo
con hematoxilina-eosina o Masson que fuera negativo
para Fn. Sin embargo, casi un 40% de los casos que
habian resultado negativos con hematoxilina-eosina/
Masson fueron positivos empleando Fn. Ambas técni-
cas coincidieron en el 31,5% de los casos (valor del
estadistico Kappa = 0,317; p <0,05). Considerando

Figura 8.

Isquemia miocérdica severa
mostrando una tincién

con patrén flocular.
Adelgazamiento de fibras,
presencia de grumos
intracitoplasmaticos y
desaparicioén del ndcleo
(40x).

Figura 9.

Corte seriado: tejido
miocérdico “normal” tenido
con Hematoxilina-Eosina.
Ausencia de lesiones
caracteristicas de isquemia
(10x).

Figura 10.

Corte seriado sobre el mismo
tejido. Marcaje positivo con
fibronectina en una zona
isquémica (Fn, 10x).
Comparese con la Figura 9.
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los resultados globales, observamos casi un 40%
mas de casos de positividad con este anticuerpo
en corazones que habian mostrado ausencia de
hallazgos o negatividad con las técnicas histolégicas
convencionales (Figuras 9 y 10). A la vista de estos
resultados, consideramos que la utilizacién de este
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