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Resumen: Objetivo: determinar la utilidad de tres marcadores inmunohistoquimicos —Actina de misculo estriado, desmina
y C9— en el diagnéstico post mortem de isquemia cardiaca de origen coronario que causa muerte stibita en adultos, debido
a que las técnicas convencionales de tincién y el examen macroscépico del corazén no permiten evidenciarla cuando han
transcurrido menos de cuatro horas de isquemia. Metodologia: se tomaron prospectivamente tres muestras cardiacas de cada
una de las diecisiete victimas sometidas a necropsia medicolegal durante 2007, de las cuales se tenia informacion previa que
permitfa sospechar una muerte stbita de origen coronario. Estas muestras fueron procesadas con tinciones de Hematoxilina
y Eosina (H&E), Tricrémico de Mason (TM) y los marcadores inmunohistoquimicos descritos, previo examen macroscopico
del corazén. Luego las placas obtenidas fueron evaluadas por dos patélogos y se compararon sus resultados para determinar
la utilidad de estos mérodos diagnésticos. Resultados: se encontré que solamente, la desmina y el C9 fueron tiles para
diagnosticar la isquemia cardiaca reciente cuando, en las mismas muestras, no se reportaron cambios isquémicos con los
examenes macroscopicos y microscopicos con H&E y TM. En contraste, la isquemia cardiaca anti gua pudo detectarse con
los tres marcadores inmunohistoquimicos, al igual que con las téenicas convencionales de tincion cuando no se encontraron
signos macroscépicos de isquemia. Conclusién: Los marcadores desmina y C9 podrian utilizarse en nuestro medio como
complemento diagnéstico de la isquemia cardiaca reciente cuando no se encuentren hallazgos isquémicos con las técnicas
diagnosticas post mortem convencionales.
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Abstract: Objective: to determine the utility of three immunohistochemical markers: striated musde actin, desmin and
C9 during the postmortem diagnosis for cardiac [schemia due to coronary disease in the context of sudden death in adults,
since the conventional techniques as staining and macroscopic exam of the heart won't allow to demonstrate it when the
time elapsed is less than four hours with ischemia. Method: 3 forecast cardiac samples were taken from each one of the 17
victims of sudden death, during the necropsy procedures held in Bogota (Colombia) in 2007. We had previous information
thar allowed us to suspect a sudden death due to a coronary disease. These samples were analyzed by two pathologists, after
macroscopic examination, the hematoxylin and eosin (H&E) staining, Masson's trichrome and the immunohistochemical
markers, comparing their results to determine the usefulness of these diagnostic methods. Results: only desmin and C9
were useful to diagnose early cardiac ischemia when in the same samples, ischemical changes were not reported, through
the macroscopic and microscopic examinations with H&E and TM. In contrast, old cardiac ischemia was detected with
every immunohistochemical marker, just as routine staining techniques, when macroscopic examinations were negative.
Conclusion: Desmin and C9 markers might be used, in our context, as a.supportive diagnostic test for carly cardiac ischemia,
in those sudden death cases where no isquemical findings are done, using the routine postmortem diagnostic techniques.

Key words: forensic medicine; sudden cardiac death; immunohistochemistry.

(4) (5) (6), se clasifica de acuerdo con su origen en

Introduccién cardiaca (7) (8) (9) y no cardiaca (1) (2). Produce

La muerte stbita, definida como una muerte ~ cerca de 600.000 muertes al afo en los paises
natural, inesperada y que ocurre en muy corto ticmpo industrializados (10), mientras en Colombia se estima
(1, 2, 3), una, scis o veinticuatro horas posteriores que, anualmente, 40.000 a 60.000 personas la sufren
al inicio de los sintomas, dependiendo del autor (2) (11). De estas, el 81% son adultos (12). En este tipo

40



Vergel et al.

de victimas, cuando el origen es cardiaco, ¢l 80% de
las muertes son causadas por la enfermedad coronaria
arteriosclerética (4) (7) (10), la cual produce isquemia
en el miocardio, culminando en infarto (13) (14) (15).

El infarto agudo al miocardio tiene una
morfologia que depende del tiempo de duracién de la
isquemia. Macroscopicamente no se observan cambios
cuando la muerte ocurre en menos de doce horas de
iniciada la isquemia y, microscépicamente, utilizando
las tinciones convencionales de H&E y TM, no se
observan cambios al transcurrir menos de cuatro
a seis horas (15). En tal sentido, existe un problema
para diagnosticar, post mortem, el infarto cardiaco si
la isquemia dura menos de estos tiempos (16). Por esta
razén, en los paises desarrollados se vienen realizando
estudios, desde la década de los 80, para validar las
técnicas inmunohistoquimicas como diagnédstico de
la isquemia cardiaca recentisima, que consisten en la
exposicion de antigenos, proteinas cardiacas o factores
del complemento, utilizando marcadores capaces
de cambiar el color de estas estructuras al acoplarse
directa o indirectamente con los anticuerpos (17,18).

Teniendo en cuenta que las muertes subitas
son sometidas a necropsias medicolegales y que en
el INMLCF no habian sido validadas las técnicas
inmonuhistoquimicas para diagnéstico de isquemia
cardiaca al inicio de este estudio (2007), se evalud
la utilidad de tres marcadores inmunchistoquimicos
—Actina de musculo estriado, desmina y C9- para
diagnosticar isquemia cardiaca comparindolos con el
examen macroscopico y microscépico, con tinciones
convencionales, del corazén.

Materiales y métodos

Se estudiaron diecisiete necropsias realizadas
en el INMLCF durante 2007, que correspondieron
a muertes subitas, sin causa aparente, en individuos
adultos sanos o clinicamente estables en los que no se
esperaba tal eventoy en los que dicha muerte ocurrié en
menos de 24 horas de haberse establecido los sintomas
agudos. Ademds, las circunstancias de modo, lugar
y tiempo aportadas por la autoridad, junto con las

versiones de testigos y/o familiares, hacian sospechar
una isquemia cardiaca.

Adicionalmente, se tuvieron en cuenta las
variables: edad, sexo, contextura, ocupacién,
estado civil, hora de muerte, presencia o ausencia
de testigos de la muerte, actividad que realizaba la
persona antes del fallecimiento, sintomas previos a la
muerte, peso del corazén, presencia de enfermedad
coronaria arteriosclerética y trombesis coronaria,
presencia de signos macroscopicos, microscopicos e
inmunohistoquimicos de isquemia cardiaca.

Exploracién macroscépica del corazén: Se
realizé de la siguiente manera: in situ, se retiré el
pericardio y se seccionaron los grandes vasos distales
a la base del corazén, para luego colocar el drgano
en posicién anatémica y palpar la superficie externa
en busca de engrosamientos de la pared cardiaca
y de los vasos subepicirdicos. Posteriormente, una
vez extraido del bloque cervicotoricico, se realizé la
diseccion del drbol coronario con cortes transversales
desde su nacimiento hacia distal, cada 0,3 a 0,5 cm,
en busca de placas arteriosclerdticas, seleccionando
las de mayor obstruccién para separar una muestra
de 0,3 cm de grosor. Después se ubicé mediante
palpacién el anillo fibroso de implantacion de las
valvulas atrioventriculares y, a un centimetro distal,
se realizaron cortes transversales de las cavidades
ventriculares para obtener cinco bloques. Luego se pesé
el 6rgano completo, se observaron las superficies de
corte ventricular en busca de hallazgos macroscépicos
de isquemia miocirdica y se tomaron las muestras,
tres por cada espécimen, que corresponden a la cara
anterior del ventriculo izquierdo, la cara posterosepral
de ventriculo izquierdo y la cara lateral del ventriculo
derecho, para luego fijarlas en formol al 10%. Al
resto de la pieza cardiaca, atrios y grandes vasos, se le
realizaron disecciones, en el sentido de la circulacién,
en busca de otras patologias cardiacas.

Procesamiento histolégico convencional de
las muestras de corazon: Las tres muestras cardiacas,
de cada caso, fueron procesadas con tinciones de H&E

y TM (Tabla 1).

Tabla 1. Métodos para el procesamiento micro de las muestras

H&E

Tricromico de Masson

Inmunohistoquimica

a)" Desparafinar en tres baiios sucesivos de xilol

durante 5 minutos c/u. en agua destilada.

a) “Desparafinizar e hidratar los cortes, enjuagar

“Sobre cortes de parafina de 5 micras de espesor,
en portas tratados con 3-aminopropiltrietoxisila-
no diluido al 29 en acetona, inwoducir en una
estufa de secado a una temperatura de 50© duran-
te 24 horas. Tras desparafinarlos e hidratarlos se
efectiian los siguientes pasos:

a) Desenmascaramiento antigénico por calor: los

b) Hidratar en tres cambios sucesivos de isopro-
panol durante 5 minutos c/u.

b) Realizar el mordentaje; Transferir los cortes a
Ia solucion de Bouin dentro de un vaso copplin,
programar durante 1 minurto el microondas,

vigilar que la solucion no hierva, dejar enfriar a
temperatura ambiente durante 15 minutos ms.

cortes se tratarin en tampon Citrato Sodico 10
mM, pH 6, en microondas a 750 w de porencia,
haciendo primero dos pases de 5 minutos cada
uno. Se retirarin los cortes y se dejardn enfriar
en el mismo tampén a temperatura ambiente
durante 20 minutos.
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H&E

Tricrémico de Masson

Inmunohistoquimica

¢) Enjuagar en agua corriente por 1 minuto.

c) Lavar en agua corriente durante cinco
minutos hast remover completamente el color
amarillo. Enjuagar con agua destilada y escurrir
bien.

b) Dos lavados con PBS durante 5 minutos cada
uno y se rodeard la mustra con Dako Pen.

d) Colorear con hematoxilina de Harris por 4
minutos.

d) Colorear con la solucién de trabajo hematoxi-
lina de Weigerr, 10 minutos.

¢) Retirar el exceso de PBS.

¢) Enjuagar en agua corriente hasta eliminar el
exceso de colorante.

€) Azulear en agua corriente durante 5 minutos,
Enjuagar con agua destilada.

d) A partir de aqui se procederi a la incubacion
del antigeno primario con los siguientes pasos:

f) Diferenciar con cuidado en dcido clorhidrico
al 0,25 %, o en alcohol dcido al 1%, de 10 a 20
inmersiones. Evitar agitar por fuera de la solu-
cion, y la eliminacion completa del colorante.

f) Colorear con Escarlata de Biebrich durante 5
minutos. Enjuagar con agua destilada.

1. Dilucién en albimina bovina al 0.1% en PBS
de pH7.5

g) Acentuar en cualquier agente acentuador de |
a 2 minutos agitando hasta que los cortes tengan
aspecto azuloso (carbonato ge litio acuoso al
1%, 6 agua amoniacal al 1 % 6 agua corriente).

g) Aplicar ¢l dcido fosforungstico/fosfomolibdi-
co durante 10 minutos, después de usar descarte
esta solucion.

2. Dilucién del antcuerpo en albumina bovina
anteriormente preparada.

h) Enjuagar cuidadosamente con abundante-
mente agua corriente, luego enjuagar en agua

destilada.

h) Transferir directamente a Anilina Azul duran-
te 5 minutos, enjuagar en agua destilada.

3, Incubacion durante una horaa temperatura
ambiente.

i) Colorear con Ensina durante 1- 2 minutos.
La agitacion leve de la placa proporciona una
coloracién mds uniforme.

i)Acentuar en Acido Acético al 1% durante 1-2
minutos, descartar esta solucion.

¢)Dos lavados con PBS a temperatra ambiente
durante 5 minutos cada uno.

j) Deshidratar en 3 baos sucesivos de Isopropa-
nol durante 3 minutos c/u.

i) Enjuagar en agua estilada.

) Retirar ¢l exceso de PBS.

k) Aclarar en 1 bano de Xilo! durante 3

minutos.

k) Deshidratar, aclarar ¥ montar con entellan”
(31).

g} Anticuerpo biotinado: incubacion durante 30
minutes a temperamura ambiente: DUET, 1000
microlitros de PBS + 10 microlitros de reactivo
C + 5 microlitros de NGS.

1) Realzar el contraste en el siguiente bafio de
Xilol-Carbol durante 3 minutos.

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

m) Continuar la aclaracion en el siguiente baio
de Xilol.

i) Retirar el exceso de PBS.

n) Montar con resina sintética de alta calidad.
{Entellan o su equivalente)” (30).

i) Inhibicion de la peroxidasa endogena con
H202 al 3% durante 10 minutos a tem peratura
ambiente.

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

1) Rerirar el exceso de PBS.

m) Complejo Streptavidina-Biotina-Peroxidasa
incubacién durante 30 minutos a temperatura
ambiente: DUET (Dako), 1000 microlitros de
PBS + 10 microlitros de reactivo A + 10 microli-
wros de reactivo B.

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

o) Retirar el exceso de PBS.

p) Tincion con Diaminobencidina durante 10
minutos.

Preparar la solucién antes de ser urilizada del
modo siguiente: una tabler de DAB + 10 mlde
agua destilada. Anadir 10 microlitros de H202
al 3%.

g Después de lavar en agua destilada durante
5 minutos, se contratefird con Hematoxilina de
Harris durante 30 segundos.

1) Lavado con agua destilada, deshidraracion,
aclarado y montaje” (23)

de

Procesamiento  inmunohistoquimico
las muestras de corazén: Cada una de las tres
muestras de tejido cardiaco de cada caso se analizo
inmunohistoquimicamente mediante la técnica del
complejo  estrepravidina-biotina-peroxidasa  con
los marcadores desmina (anticuerpo monoclonal;
1:90 diluciones; Dako), C9 (anticuerpo monoclonal
CD9 plaquetario; 1:90 diluciones; Dako) y Actina
del musculo estriado (anticuerpo monoclonal; 1:90
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diluciones; Dako) (Tabla 1). Las lecturas de todas las
placasestuvieron a cargo de un patélogo que desconocia
la informacién de los casos y, para detectar posibles
falsos positivos, se realizaron pruebas a priori en dos
casos cuyas causas de muerte correspondian a trauma
craneoencefilico penetrante por proyectil de arma de
fuego; estos resultados fueron negarivos. Finalmente,
la intensidad de la reaccién inmunohistoquimica se
midi6 de manera subjetiva (Tabla 2).
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Tabla 2. Medicion de resultados inmunohistoquimicos

Marcador Resultado

0. -. Negativo.
C9 L. +. Positivo débil. Tifie células aisladas.
2. ++. Fuertemente positivo. Tife grupos de células.
0. -. Negativo
Desmina y actina L. +. Positivo débil. Ausencia de tincién en células aisladas.
2. ++. Fuertemente positivo. Ausencia de tincién en grupos de células.
Resultados coronaria; en cuanto al porcentaje de oclusion

Los 17 casos estudiados (12 hombres y 5 mujeres)
presentaron un rango de edad de 23 a 78 afos (moda:
55,5 afos). La mayoria, de contextura mediana,
solo tres obesos y dos delgados. Las ocupaciones
encontradas con mayor frecuencia fueron ciudadanos
pensionados, seguidos por comerciantes. EI 50% de
los casos presentaba estado civil casado o unién libre.
En seis casos la muerte ocurri6 en horas de la tarde;
en contraste, en cinco casos se presenté en la noche
ba cuatro en ]a manana. Las muertes tuvieron '[CS'[igOS
presenciales en once de los casos en que los fallecidos
se encontraban durmiendo o viendo television y los
principales sintomas fueron la disnea y la precordalgia.

En cuanto a los hallazgos de necropsia, diez
casos presentaron cardiomegalia y cuatro trombosis

coronaria, diez presentaron obstruccién mayor al 75%.
Al examinar microscépicamente la arteria coronaria
descendente anterior, se encontré que todos los casos
presentaban enfermedad coronaria aterosclerética en
este vasoy todos los casos de trombosis correspondieron
a esta arteria. La arteria coronaria derecha presenté
enfermedad coronaria aterosclerética en catorce casos.
De otro lado, los resultados de los estudios
macroscopicos, microscépico con H&E/TM e
inmunohistoquimicos se resumen en la Tabla 3 y se
ilustran con las figuras 1 a 5. Se encuentran diferencias
entre las pruebas para detectar la isquemia cardiaca;
por ejemplo, al examen macroscépico del corazén no
se evidenciaron signos isquémicos en sicte de los casos
que, posteriormente, arrojaron resultados positivos en
algunas muestras con las otras prucbas (Tabla 4).

Tabla 3. Resultados de los estudios macroscépico, microscépico con H&E/TM y estudios inmunohistoquimicos

Isquemia cardiacan=17 i H&E/TM Desmina C9 Actina
n n n n n
6& 2 & 15++ 11++ 124+
Positiva
44 A 1+ 3+ 1+
Negativa 7 4 1 3 4

#« Infartos recientes
A Infartos antiguos
++ Fuertemente positivo

+ Positivo débil

Tabla 4. Casos con resultados negativos de isquemia cardiaca al examen macroscépico estudiados con las otras pruebas

Toqucints cardbsca 07 H&E/TM Desmina C9 Actina
n n n n
1 &% O++ S++ 4+
Positivo
34 0+ I+ 1+
Negativo 3 1 1

& Infartos recientes
A Infartos antiguos
++ Fuertemente positivo

+ Positivo débil
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Figuras 1, 2, 3,4y 5

Resultados de los estudios macroscépicos, microscépico con H&E/TM e inmunohistoquimicos.

Figura 1 Figura 2
Figura 3 Figura 4
Figura 5
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Igualmente, en cuatro casos no se encontraron
hallazgos microscépicos de isquemia cardiaca con
tinciones convencionales, pero luego, con las pruebas

inmunohistoquimicas, resultaron positivas
algunas muestras (Tabla 5).

para

Tabla 5. Casos con resultados negativos de isquemia cardiaca al examen microscépico, con tinciones
convencionales, estudiados con las otras pruebas.

Isquemia cardiaca Desmina C9 Actina
n=4 n n n
Positivo div 3+4 I++
Negativo 0 l 3
++ Fuertemente positivo
Adicionalmente,  se  realizaron  prucbas de la H&E/TM con los resultados de los marcadores

inmunohistoquimicas con el marcador del factor
del complemento C9 a los once casos que mostraron
signos de isquemia antigua al examen microscépico con
tinciones de H&E/TM, para identificar si estas muestras
contenian signos de isquemia reciente. Se encontré que
en nueve de estos casos se marcaban positivamente los
granulos del factor del complemento estudiado (Figura
6). Asimismo, todos los casos con resultados positivos
para isquemia reciente con tinciones convencionales
fueron positivos con las pruebas inmunohistoquimicas.

Figura 6
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De otro lado, se practicaron pruebas
inmunohistoquimicas a las muestras para relacionar
los resultados con el porcentaje de oclusion de la
placa de ateroma coronario. En los cinco casos con
oclusiones menores al 50%, los resultados fueron
positivos con desmina, cuatro para C9 y dos para
Actina. De los diez casos con porcentajes de oclusion
coronaria mayores al 75%, todos fueron positivos con
desmina y nueve con Actina y C9. Asimismo, de los
cuatro casos con trombosis coronaria, todos fueron
positivos con desmina y tres con Actinay C9.

Finalmente, se analizaron las correlaciones no
paramétricas (Spearman’s rho) entre los resultados

.‘.-. :":'
l',d R, el

AR W

inmunohistoquimicos de las 51 muestras de tejido
cardiaco tomadas en los 17 casos estudiados,
encontrando una correlacién moderada (55,9%) con
la desmina y baja (31,7%) con el C9. No obstante, con
la Actina se encontré una alta correlaciéon (85%).

Discusién

Estudios internacionales recientes han evaluado
varios marcadores inmunohistoquimicos para el
diagnéstico post mortem de la isquemia cardiaca y su
aplicacion en la medicina forense. Por ejemplo, un
estudio francés (19) evalué 121 casos con el marcador
C9 y compar6 los resultados entre los corazones con
hallazgos macroscépicos de infarto y los casos de muerte
subita con enfermedad coronaria aterosclerética, pero
no obtuvo hallazgos macroscopicos de isquemia
cardiaca. Este marcador logré detectar dreas necréticas
en todos los corazones con hallazgos macroscépicos de
infarto y en 14 de los 35 casos de muerte subita.

Adicionalmente, un estudio de la Universidad de
Birmingham, Reino Unido (16), evalué la utilidad del
C9 para diagnosticar la isquemia cardiaca temprana
al compararlo con las tinciones histoquimicas y con
las tinciones convencionales de hematoxilina y cosina
utilizando cortes transversales de ventriculo izquierdo
de ocho casos en los que se sospechaba muerte subita.
En el 50% de los casos se encontraron hallazgos de
isquemia cardiaca con hemaroxilina y cosina, mientras
que con tinciones histoquimicas se detectaron tres de
los ocho casos. En contraste, con el marcador C9 todos
los casos fueron positivos para necrosis, encontrando
ademds dreas intensamente tenidas en los dos casos
negativos para la técnica histoquimica.

Asimismo, otros estudios (20, 21, 22, 23,
24) han evaluado la Troponina I, el factor del
complemento C5b9, la Actina, la mioglobina, la
desminay la fibronectina para diagnosticar la isquemia
cardiaca temprana cuando las otras técnicas arrojan
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resultados negativos, encontrando una utilidad del
80% al 100%. No obstante, estas investigaciones se
realizaron en paises distintos al nuestro, por lo que
resulté de interés para los investigadores del presente
estudio identificar si en nuestro medio los marcadores
inmunohistoquimicos son dtiles para diagnosticar
isquemia cardiaca temprana, particularmente cuando
las técnicas diagnésticas convencionales son negativas.

La importancia de este objetivo radica en que
un gran porcentaje de los casos con sospecha de
muerte subita de origen coronario a los que se les
realiza necropsia medicolegal, 40% en este estudio,
no presentan hallazgos macroscopicos de lesion
isquémica durante el procedimiento, lo que dificulta
el diagnéstico de la causa de la muerte y por tanto el
curso de la investigacion judicial.

De la misma manera, el examen microscépico
del corazén con las técnicas de tincién que se utilizan
normalmente no logra detectar todos los casos de
isquemia cardiaca temprana. En consecuencia, se
tomaron los cuatro casos negativos con estas técnicas
y al someterlos a tinciones inmunohistoquimicas se
hallaron signos de isquemia temprana en todos los
casos con ¢l marcador desmina, en tres casos con C9 y
solo en un caso con Actina.

Estos resultados son similares a los reportados en
lasinvestigacionesya citadas, porlo quees posible inferir
que los marcadores inmunohistoquimicos desmina y
C9 son utiles en el diagndstico de isquemia cardiaca.
En contraste, ¢l marcador Actina no mostro6 la misma
utilidad, aunque sus resultados fueron muy similares
a los obtenidos con las tinciones convencionales. No
obstante, utilizar multiples marcadores en conjunto
podria aportar suficientes evidencias para orientar ¢l
diagnéstico de isquemia cardiaca temprana en lugar de
hacer los estudios de manera separada, lo que reduciria
los tiempos de andlisis [25] [26] [27] [28].

Conclusiones

En el contexto médico forense colombiano,
los marcados inmunohistoquimicos desmina y C9
mostraron ser Utiles para diagnosticar isquemia
cardiaca en los casos con sospecha de muerte stbita
de origen coronario, especialmente en aquellos con
hallazgos negativos en los exdmenes macroscopico
y microscopico con tinciones convencionales del
corazon.

Ahora bien, estas pruebas deben realizarse como
complementarias a un examen macroscopico detallado
y a un examen microscopico con las tinciones usuales
de hematoxilina y eosina/tricromico de Mason, y no
como sustitutivas, debido a que estas dos tltimas
técnicas permiten orientar la interpretacién de los
resultados inmunohistoquimicos.
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Por otra parte, con el marcador Actina no sc
encontré la misma utilidad; mds bien, sus hallazgos
mostraron una alta correlacion con los resultados del
examen microscépico con tinciones de H&E/TM. Por
lo tanto, no lo recomendamos en ¢l diagnéstico de la
isquemia cardiaca en los casos con sospecha de muerte
stibita, mas atn si se tiene en cuenta su alto costo.

Teniendo todo esto en consideracion, el
impacto positivo para la administracion de justicia
en nuestro pais se veria reflejado en la disminucién
de las investigaciones suspendidas por la espera de los
resultados de la causa de muerte, ya que se pueden
presentar mds clementos de juicio que permitan
descartar circunstancias violentas.
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