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l. INTRODUCCION

1. La muerte subita
1.1 Concepto de muerte subita

La muerte subita (MS) esta definida por tres criterios fundamentales: su
etiologianatural, la rapidez con que se presenta, y el caramesperado de la
misma. De este modo, siempre, para poder hablar de MS esta debe ser
consecuencia de un proceso morboso de causa natural, quedando por tanto

excluidas las muertes violentas [1-4].

Para que una muerte sea considerada una MS, ademas de ser de causa natural,
debe producirse rapidamente, esto quiere decir que el tiempo transcurrido entre el
inicio de los sintomas y el momento de la muerte ha de ser corto. Sobre cual debe
ser la duracion de este intervalo, no existe un acuerdo unanime, aunque en la
actualidad el lapso de tiempo considerado mas adecuado es el de 1 hora [1, 2, 4-
18]. Otros autores como Virmaei al amplian el plazo hasta las 6 horas [19]. La
OMS define la MS con un criterio mas amplio, como la que ocurre dentro de las
primeras 24 horas desde el comienzo de los sintomas [2, 11, 18]. Fijar un
intervalo de tiempo dentro de las primeras 24 horas tras el inicio de los sintomas
resulta mas practico, ya que en este periodo se ponen en evidencia los cambios
bioquimicos, fisioldgicos, morfoldgicos (macro y microscopicos) que conducen a
un dafo celular irreversible que pone fin a la vida del paciente. En cuanto a en qué
momento se debe considerar el inicio de los sintomas, lo aceptado es que sera en
el instante en que estos impidan al individuo continuar con su vida normal, en

caso contrario se considerarian prédromos [1, 13].

El caracter inesperado que toda MS debe tener para poder ser considerada como
tal, se basa en que ésta acontece sobre una persona sana, o sobre un enfermo cuya
gravedad no hacia pensar en gue esa persona pudiese fallecer en ese momento,

siendo, por tanto, una muerte totalmente imprevista [1, 2, 4].

Especial consideracion tienen las muertes inesperadas y no presenciadas, en las

que no se puede precisar el momento exacto en que se produjo la muerte.

11



1. LA MUERTE SUBITA

Podremos clasificar este tipo de muertes como MS siempre y cuando el fallecido
haya sido visto con vida, y en situacion estable, en un periodo de tiempo menor o
igual a 24 horas antes de haberlo hallado muerto [2, 4, 7-9, 11, 14, 17].

El concepto de MS debe diferenciarse del de muerte repentina, la cual se
caracteriza por producirse también de manera muy rapida, pero acontece en una

persona con antecedentes patologicos que explican esa muerte [2].

1.2 Aspectos médico-legales de la muerte subita

1.2.1 Conceptos de muerte natural, muerte violenta y muerte
sospechosa de criminalidad

Una muerte natural es aquella que tiene un origen interno, siendo esta el
resultado de un proceso morboso intrinseco, en el que por tanto no han participado
fuerzas externas ajenas al propio organismo. Por ello en este tipo de muertes no
puede existir responsabilidad por parte de terceras personas. Con el Certificado
Médico de Defuncion (CMD) se llevard a cabo la inscripcion en el Registro Civil
de la persona fallecida de forma natural, permitiendo la inhumacién del cadaver,
previa autorizacion de Juez del Registro Civil [20].

La muerte violenta se define como aquella que tiene un origen externo, en ella
existe una participacion de fuerzas externas ajenas al propio organismo, que han
podido ser puestas en marcha por una tercera persona, que por tanto puede ser
responsable de la muerte. Segun el origen de esa fuerza externa, una muerte

violenta puede ser accidental, homicida o suicida.

La muerte sospechosa de criminalidad es aquella muerte en la que, por la
existencia de algun indici@, priori no se puede descartar el origen criminal de la
misma. La Ley de Enjuiciamiento Criminal dispone, en los articulos 340 y 343
[21], que en los casos de muerte violenta 0 muerte sospechosa de criminalidad se
debera practicar una autopsia médico-legal, una vez esta sea ordenada por el Juez

del Juzgado de Instruccion correspondiente.
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l. INTRODUCCION

1.2.2 Problemas médico-legales de la muerte subita

Desde la perspectiva médico-legal en la MS, en primer lugar, debemos
considerar los problemas que esta plantea en relacion a la emision del CMD.
Teniendo en cuenta el parametro cronoldgico que define a la MS, la rapidez con
que se presenta la muerte desde que se inician los sintomas es crucial. Cuanto
mayor sea el lapso de tiempo, mayor probabilidad existira de alcanzar algun
diagnéstico, por tanto de que conozcamos la causa de la muerte, y de que
podamos disponer de un CMD, al poderse clasificar la muerte como natural. Por
otro lado la MS constituye un problema para el médico asistencial, cuando en
ocasiones se le plantea tomar la decision de emitir o no un CMD. Cuando se trata
del médico que habitualmente atendia al fallecido, este puede, en numerosas
ocasiones, y a partir de una historia clinica ya conocida, precisar cual ha sido la
causa de la muerte y emitir un CMD, aunque se encuentre ante una MS. El
problema se plantea cuando, aunque sea el médico habitual, este no habia visitado
el fallecido recientemente, y no digamos si se trata de cualquier otro médico. De
igual modo el médico debe tener especial cuidado con la certificacion de

complacencia, que puede ocultar una muerte con implicaciones judiciales.

En la determinacion de la causa de la muerte la MS plantea con frecuencia

problemas en la diferenciacién con las muertes violentas, como es el caso de una
muerte que se produce en el contexto de un accidente (de trafico, laboral) y que
realmente tiene su origen en una causa natural como puede ser fallo cardiaco
subito, siendo primero la muerte y luego el accidente [22, 23]. En estos casos sera
fundamental determinar la causa de la muerte, y ésta tendra una importante
trascendencia médico-legal, por ejemplo en relacion a seguros de vida, laborales,

o de vehiculos.

La MS es considerada el ejemplo caracteristico de muerte sospechosa de
criminalidad, porque debido a su rapida presentacion, y sobre todo por su caracter
inesperado, no permite que se conozca la causa de la muerte, no pudiéndose
descartar por tanto el origen violento o criminal de la misma, debiéndose

practicar, como establece la ley en estos casos, una autopsia médico-legal. De este
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1. LA MUERTE SUBITA

modo, siempre, ante una MS se debera practicar autopsia judicial, a pesar de que
por definicibn una MS para ser considerada como tal, ha de ser de origen natural,
aspecto que no se conocera hasta que no se descubra la causa de la muerte. Por
tanto no se podré clasificar una muerte como subita hasta que haya finalizado el

estudio médico-legal de la misma.

1.2.3 Estudio médico-legal de la muerte subita

Como ya hemos considerado, la MS se estudia en el ambito médico-legal por
su caracter sospechoso de criminalidad, por la imposibilidad de deduccién logica
de la causa de la muerte debido a una falta de antecedentes personales. De este
modo, practicamente todos los casos de MS son finalmente objeto de estudio
meédico-legal, siendo el objetivo principal la determinacion de la causa de la
muerte por medio de la autopsia, siempre entendida en un sentido amplio,
comenzando en el lugar de los hechos, e incluyendo todos los examenes
complementarios. La primera fase de la autopsia es el levantamiento del cadaver,
momento en el que se puede obtener informacion de gran relevancia [8], como si
la muerte fue presenciada o no, sintomas previos al fallecimiento, circunstancias
perimortem (como el estrés o el ejercicio fisico) y, junto con todo esto,
antecedentes, tanto familiares como personales. En este sentido serd de gran
interés conocer la presencia de factores de riesgo cardiovascular, padecimiento de
enfermedades cardiovasculares, o no cardiovasculares (asma, epilepsia, diabetes),
tratamiento habitual y habitos téxicos. Junto con esto, y una vez explorado el
cadaver, realizar una entrevista con familiares, allegados, y otras personas que
presenciaron la muerte puede aportar mucha informacion, que podemos completar
al revisar toda la documentacion clinica disponible. La gran dificultad para
obtener informacion clinica previa, es una de las causas que ha llevado a un
aumento del nimero de autopsias médico-legales en casos de muerte natural,
pudiendo alcanzar en cifras el 35% de las autopsias realizadas en un Instituto de
Medicina Legal [1], siendo siempre muertes sospechosas de poder tener un origen

no natural, en muchas ocasiones por falta de informacion.
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l. INTRODUCCION

El siguiente paso en el estudio de la MS sera la autopsia propiamente dicha. Esta
se llevard a cabo siguiendo las recomendaciones de la Union Europea para la
armonizacion metodoldgica de las autopsias médico-legales [4, 24]. Aunque la
técnica para la préactica de la autopsia médico-legal en los casos de MS sera
explicada mas adelante, en este punto debemos considerar que este procedimiento
debe ser siempre lo mas minucioso posible, incluyendo un examen externo
completo y detallado, estudio macroscopico de todas las visceras, y exhaustivo del
corazoén, y la realizacion de una amplia bateria de pruebas complementarias, que
incluyen el estudio histopatolégico del corazén y otros 6Organos, y estudio
toxicolégico.

Una vez que finaliza el estudio médico-legal la MS se puede clasificar como [1,
2]

- MS Lesional: cuando existe un hallazgo macroscopico, histopatolégico o
bioquimico suficiente para explicar la muerte.

- MS Funcional con substrato patolégico: Cuando se detectan alteraciones
gue podrian explicar la muerte, pero que no son incompatibles con la vida.

- MS Funcional: Cuando aparecen hallazgos inespecificos que en modo
alguno explican la causa por la que la persona ha fallecido. Se tratan de

autopsias negativas autopsias blancas

1.3 Etiologia y epidemiologia de la muerte subita

Multitud de causas pueden ser origen de una MS, sin embargo mas del 90% de
todas las MS son de origen cardiaco [2, 5, 12-14, 18, 25], por ello hablar de MS es
casi sinénimo de hablar de Muerte Subita Cardiaca (MSC), a la que haremos
referencia especificamente en el siguiente capitulo. Como causas de muerte subita
no cardiaca, destacar, entre las enfermedades pulmonares, el embolismo pulmonar
y el asma, y entre las patologias cerebrales la hemorragia cerebral (subaracnoidea
e intraparemqguimatosa) y la epilepsia. Considerar que en un 5% de los casos de

muertes rapidas e inesperadas, tras finalizar el estudio médico-legal completo no
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1. LA MUERTE SUBITA

es posible determinar la causa de la muerte, y si se trata de menores de 35 afios

este porcentaje sube al 20-30% de los casos [17, 26, 27].

Al representar la MSC el 90% de los casos de MS, nos encontramos, cuando se
investiga la MS, que su epidemiologia es realmente la de la MSC, ocurriendo lo
mismo cuando estudiamos los factores de riesgo de MS. En este punto cabe
destacar una serie de datos epidemioldgicos generales para la MS, como es que,
en nuestro medio, aproximadamente en torno a un 15% de todas las muertes
naturales ocurren de forma subita [2, 5, 13, 25, 28], que la incidencia de MS
aumenta gradualmente con la edad, y de forma muy significativa a partir de los
35-40 afios [7, 15], y que los individuos que sobreviven a una MS presentan una

alta tasa de recurrencia, entre el 45 y el 65%, en los 2 afios siguientes [29].
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l. INTRODUCCION

2. La muerte subita cardiaca

2.1Epidemiologia de la muerte subita cardiaca

A pesar de los importantes y recientes avances en el tratamiento de las
enfermedades cardiovasculares en general, y de las arritmias en particular, la MSC
sigue siendo en la actualidad un importante problema para el médico, para la
medicina legal y para la salud publica. Se estima que la incidencia anual de MSC
en todo el mundo oscila entre los 4 y 5 millones de casos al afio. En Estados
Unidos la incidencia anual se encuentra entre 180.000 y 450.000 casos,
aproximadamente el 0.1-2% de la poblacion fallece por MSC [5, 11, 13, 14, 17,
26, 30-32]. Por numero de habitantes, en Norte América y en el norte de Europa la
incidencia de MSC es de 20-40/100.000 habitantes, con una incidencia global de
1-2/1000 habitantes/afio. Sin embargo algunos estudios han descrito una menor
incidencia de MSC en paises del sur de Europa [2-4, 15, 25, 33]. Particularmente
Espafia tiene una incidencia de MSC de las mas bajas de los paises
industrializados, lo que se ha asociado a los habitos alimenticios asociados a la
cultura mediterranea [13, 25]. En Esparia fallecen por MSC unas 30.000 personas
al ano, unas 10 veces mas que los fallecidos por accidente de trafico [6]. Si
acotamos entre los 25 y 74 afios estariamos hablando de casi 10.000 fallecidos por

MSC en Espafa al afio [13].

En relacion a la edad, la incidencia de MSC aumenta con la edad, existiendo un
pico entre los 45 y los 65 afios, y otro en la fase senil, entre los 75 y los 85 afios
[5, 6, 11, 13, 17, 32]. La tasa de incidencia de MSC aumenta de forma muy
significativa a partir de los 55 afos [13].

Respecto al sexo, el riesgo de MSC es casi 4 veces mas alto en varones que en
mujeres, con una proporciéon mayor de 1/3 [7, 32]. Esta diferencia es debida a que

la causa mas frecuente de MSC es la cardiopatia isquémica, como veremos a
continuacion, y a que las mujeres estan protegidas frente a esta patologia durante

su época fértil [11, 17].
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2. LA MUERTE SUBITA CARDIACA

2.2 Etiologia de la muerte subita cardiaca

Cuando un individuo fallece por una MSC en el 90-95% de los casos

encontraremos una cardiopatia de tipo estructural [28].

La causa mas comun de MSC es la cardiopatia coronaria de origen isquémico, que
representa el 80% de todas las MSC [2, 5, 6, 8, 15, 17, 18, 26, 28, 29, 32]. Entre
un 10-15% de los todos los casos de MSC se producen en pacientes con
miocardiopatias, tipo miocardiopatia hipertrofica, miocardiopatia dilatada,
displasia arritmogénica de ventriculo derecho, fibrosis ventricular izquierda
idiopética, y enfermedades infiltrativas miocardicas (sarcoidosis, amiloidosis) [5,
7, 8, 32], especialmente en presencia de insuficiencia cardiaca [15], El 5-10%
restante esta integrado por enfermedades cardiacas congénitas con corazon
estructuralmente anormal (anomalias coronarias, estenosis aortica, tetralogia de
Fallot, trasposicién de grandes arterias, obstruccién vascular pulmonar), y por
pacientes con un corazon estructuralmente normal pero eléctricamente anormal [2,
5, 8, 32].

Este ultimo grupo que tiene un corazén estructuralmente normal corresponde a un
conjunto de enfermedades eléctricas primarias, determinadas genéticamente,
como son el Sindrome de QT largo, el Sindrome de Brugada, el Sindrome de QT
corto y la taquicardia ventricular familiar catecolaminérgica. En los ultimos afios
se han identificado multiples defectos genéticos, principalmente en los genes
codificantes de canales i0nicos (sodio, potasio o calcio), como responsables de
estas enfermedades conocidas como canalopatias. En ellas la MS se produce como
consecuencia de una arritmia (fibrilacién ventricular), encontrando en la autopsia
un corazén estructuralmente normal, siendo lo habitual en estos casos una
autopsia blanca, clasificandose este tipo de muertes, casi en la totalidad de los
casos, en el grupo de MS de etiologia inexplicada [34]. Considerar que entre
sujetos jovenes que mueren de forma subita, hasta en un 30% de los casos se
encuentra un corazén estructuralmente normal, siendo clasificada la autopsia
como negativa, y en la mayoria de estos casos la enfermedad subyacente es un

trastorno arritmogénico de origen genético debido a una canalopatia.
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En este sentido cada vez mas se plantea la importancia déulapsia

Molecular”, como aquella en las que los estudios genéticos entren a formar parte
de las exploraciones complementarias propias de la autopsia [2, 7, 34-36]. La
identificaciéon positiva de la causa genética de la MSC no sélo nos responde a cual
es la causa de la muerte, si no que ayuda a identificar a los miembros de la familia

del fallecido que son portadores de la alteracion genética.

Si analizamos las causas de MSC por grupos de edad, en la poblacion adulta
mayor de 35 afos, la cardiopatia coronaria de origen isquémico es la causa mas
frecuente (mas del 60% de los casos), seguida de la miocardiopatia hipertrofica
(20%), la miocardiopatia dilatada (10%), la enfermedad valvular, las
anormalidades del sistema his-purkinje (7,5%), la displasia arritmogénica de
ventriculo derecho (4%), la estenosis aortica y la enfermedad coronaria no
arteriosclerotica. En los menores de 35 afios la MSC se debe basicamente a
enfermedades organicas del corazén, como la miocardiopatia hipertréfica
(enfermedad genética, que representa casi el 40% de las MSC en este grupo de
edad), la anomalia de arterias coronarias (19%), la displasia arritmogénica de
ventriculo derecho (enfermedad genética), las anomalias congénitas de las arteria
coronarias, y practicamente todas las cardiopatias congénitas. Junto con todas
estas causas, las canalopatias, son también propias de este grupo de edad [6, 15,
17, 26, 27, 36-38]. En adultos jovenes la MSC también se relaciona con
frecuencia con el abuso de drogas, fundamentalmente la cocaina, potente
simpaticomimético que favorece la vasoconstriccibn coronaria, la isquemia
miocardica y el infarto. Ademas provoca alteraciones del sistema nervioso

autonomo, y modifica la homeostasis de las catecolaminas [7, 13, 34].
2.3 Fisiopatologia de la muerte subita cardiaca

La MSC es el estadio final de una cadena de eventos que conducen a una
parada cardiaca, consecuencia generalmente de una arritmia tipo fibrilacién
ventricular en mas del 90% de los casos [12, 14-18, 29], y menos a menudo de
una bradiarritmia. En todos los casos de MSC existen una serie de factores que
actian como moduladores y/o desencadenantes, que sobre un miocardio

vulnerable precipitan la MSC. Entre estos factores debe incluirse un entorno
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genético y ambiental, que junto con un aumento de la actividad simpatica, como
consecuencia de un estrés fisico o psiquico, puede actuar como desencadenante de
una MSC en situaciones particulares, como ante una isquemia aguda, o ante
enfermedades hereditarias, como miocardiopatias (miocardiopatia hipertréfica,
displasia arritmogénica de ventriculo derecho), y canalopatias. De este modo los
tres factores que con mas frecuencia hacen vulnerable al miocardio para sufrir una
arritmia y en consecuencia una MSC son la isquemia, la disfuncién del ventriculo
izquierdo y la predisposicion genética [15]. EI mecanismo principal de las
arritmias es la reentrada, favorecida por diferentes circunstancias como son la
isquemia, el estiramiento de fibras musculares, alteraciones en el equilibrio del
sistema nervioso autonomo y la fibrosis intramiocardica [14]. En un numero
mucho menor de casos la MSC no se produce por una arritmia si no por un fallo

mecanico del corazén, es decir por una insuficiencia cardiaca aguda.

2.4Factores de riesgo de la muerte subita cardiaca

La estrecha relacion que la cardiopatia isquémica (CI) tiene con la MSC (el
80% de las MSC son por Cl) da lugar a que los factores de riesgo cardiovascular
sean también factores de riesgo de MSC [5, 13, 29]. La hipertension arterial, el
tabaquismo (2.5 veces mas riesgo de MSC en los fumadores), la obesidad, la
diabetes, son factores de riesgo modificables no solo para la enfermedad

coronaria, sino también para la MSC.

Otros factores de riesgo de MSC no modificables, como la edad, el sexo, o la
herencia (enfermedades cardiacas genéticas) tienen también un papel muy
importante en la MSC. En cuanto a la edad ya hemos mencionado que existe un
pico de incidencia de MSC entre los 45 y los 75 afos, que en adultos la incidencia
de MSC aumenta con la edad. En relacion al sexo la MSC es mas frecuente en
varones, de 2 a 7 veces mayor en éstos, con una proporcion 7/1 en la poblacion de
55-64 afios, y 2/1 en la poblacion de 64-74 afos. Se calcula que el 75-90% de las
MSC se presentan en varones [13, 17]. Junto con todo lo anterior considerar que
la funcion del ventriculo izquierdo y los sintomas de insuficiencia cardiaca son
también factores predictivos de gran relevancia para la MSC [7, 12, 28]. Otros

factores como la actividad fisica o ciertas sustancias como farmacos (que pueden
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inducir arritmias) y drogas (como la cocaina) pueden actuar como factores
desencadenantes de MSC [5, 13], constituyéndose asi como factores de riesgo en

personas predispuestas.
2.5Estudio médico-legal de la muerte subita cardiaca

Ya hemos visto que la MSC es una de las formas de muerte mas importantes
en todos los paises industrializados, y actualmente, el diagnostico de la MSC solo
se puede hace a través de una autopsia completa [18], siendo los patdlogos los
responsables de determinar la causa exacta de la MSC. El problema surge cuando
al analizar como se maneja la MSC comparando distintos centros de trabajo
incluso dentro de un mismo pais, se observa que existen diferencias considerables
en el modo en que se aborda esta entidad, que es cada vez mas compleja. Para dar
solucién a este problema, de falta de uniformidad en el estudio de la MSC y su
gran interés para los pat6logos, los médicos y para la salud publica, la tendencia
en los ultimos afios ha sido la de elaborar diferentes libros, articulos, guias o
protocolos para la practica de la autopsia médico-legal en casos de MSC [2, 4, 9,
18, 37, 39-43]. Entre ellas destaca la Guia para la practica de la autopsia en casos
de muerte subita cardiaca de la Asociacion Europea de Patologia Cardiovascular
elaborada en el afio 2010 [4]. El objetivo de estas guias y protocolos, aplicables a
centros médicos universitarios, a hospitales regionales y locales, y a todo tipo de
Institutos de Medicina Forense, es establecer un estandar minimo exigible en la
practica habitual de la autopsia para la adecuada valoracién de la MSC en la
poblacion general. Esto supondra una evidente mejora en la practica habitual;
permitira hacer comparaciones significativas entre diferentes regiones, y ademas
posibilitara que se monitoricen los patrones de las enfermedades que causan la
MSC [4].

Los patologos forenses son los encargados de llevar a cabo el estudio médico-
legal de la MS, y en este estudio, la autopsia tiene un papel fundamental,
permitiendo aportar datos histopatolégicos y toxicolégicos que no se pueden
obtener con otros métodos [8]. Con la realizacion de la autopsia los objetivos

fundamentales que se persiguen son establecer o considerar [4, 9]:

- Sila muerte es atribuible a una patologia cardiaca u a otra causa de MS.
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La naturaleza de la enfermedad cardiaca, y si el mecanismo de muerte fue
mecanico o arritmico.

Si la patologia cardiaca causante de la MS puede ser hereditaria,

requiriendo en tal caso la realizacion de un screening y consejo a los

familiares en primer grado.

La posibilidad de consumo de drogas toxicas o ilegales asi como de

muertes no naturales.

La investigacion médico-legal de la MSC implica llevar a cabo cuatro pasos

fundamentales:

Recoger toda la informacion posible sobre la circunstancias de la
muerte y sobre el historial clinico del fallecido

Autopsia médico-legal completa y minuciosa, con toma de muestras
para estudios complementarios posteriores.

Estudios complementarios, histopatoldgicos, bioquimicos,
toxicoldgicos, microbioldgicos, genéticos, y otros que puedan ser de
interés al caso.

Elaboracion de un diagndstico y establecimiento de la causa de la

muerte.

A continuacién estudiaremos con detalle estos cuatro puntos:

a. Circunstancias de la muerte e informacion clinica relevante para la

autopsia en casos de muerte subita.

En la practica, la informacion de que podemos disponer antes de la autopsia es

muy variable, y debemos tener en cuenta que cualquier fuente de informacién

deberia ser entrevistada (familiares, testigos, médico general, etc.), lo que no

siempre es posible. La informacién de mayor interés en este momento seria [2-4]:
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- Circunstancias que han rodeado a la muerte: fecha, intervalo de tiempo
(instantanea o en menos de 1 hora), lugar de la muerte (en casa, en el
trabajo, en el hospital), circunstancias (en reposo, durante el suefio,
durante el ejercicio o bajo un estrés emocional), presencia o no de testigos,
y cualquier otra circunstancia sospechosa.

- Historial médico del fallecido: estado general de salud, enfermedades y
sintomatologia previa de interés (especialmente sincope, dolor precordial y
palpitaciones, particularmente durante el ejercicio, infarto de miocardio,
hipertension, trastornos respiratorios e infecciones recientes, epilepsia,
asma, etc.), intervenciones  quirdrgicas previas, registros
electrocardiogréficos y radiografias de torax anteriores, resultados de
examenes cardiovasculares, analisis de laboratorio (especialmente pruebas
lipidicas, enzimas cardiacas, etc.).

- Medicacion habitual que tomaba el fallecido

- Historia clinica familiar: prestando especial atencion a la cardiopatia

isquémica y muerte subita, arritmias y enfermedades cardiacas congénitas.

b. Procedimiento de autopsia en la muerte subita. Estudios

complementarios: Toma, envio y analisis de muestras.

Todas las autopsias en los casos de MS deben seguir un desarrollo secuencial y
totalmente estructurado, dirigiendo el examen especificamente hacia las causan
principales de muerte subita cardiaca y no cardiaca que ya conocemos. Todo el
procedimiento de autopsia debera ademas ajustarse a los principios y normas
establecidos en las Recomendaciones para la Armonizacion de las Autopsias
Médico-Legales emitidas por el Comité de Ministros del Consejo Europeo [24].

Tener en cuenta que siempre, este procedimiento debe ser lo mas sencillo y légico

posible, siendo sus fases las que continuacion se describen [2-4]:
- Examen externo del cadaver en casos de muerte subita

El examen externo del cadaver debe ir dirigido a la busqueda de signos de
enfermedad y de posibles lesiones traumaticas, debiendo ser exhaustivo y
completo. Ademas es de gran importancia en este momento no olvidar anotar la

talla y el peso del fallecido, para asi conocer su indice de masa corporal, y el
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perimetro abdominal como medida de la obesidad visceral, para poder asi valorar
ya un importante factor de riesgo cardiovascular. Ademas, después podremos
correlacionar la talla y el peso del cadaver con el peso del corazén (el 0.45% del
peso total para varones y el 0.40% para mujeres), y con el grosor de sus paredes.
Junto con esto en este momento debemos buscar la presencia de marcas de vias
venosas recientes, intubacion, parches de ECG, quemaduras eléctricas y por
desfibrilador, drenajes, y revisar la existencia de marcapasos o desfibrilador

automético implantable.

- Examen interno del cadaver en casos de muerte subita

Cualquier MS puede ser considerada como de origen cardiaco después de que
queden excluidas las causas no cardiacas, y por ello ante una MS lo primero sera
descartar una patologia extra-cardiaca como origen de la muerte. El examen
interno se efectla tras evisceracion completa en bloque, lo que permitira el estudio
de los distintos 6rganos con la finalidad de descartar, en un primer lugar, causas
no cardiacas de MS, como son las causas encefalicas (entre las que destacan la
hemorragia subaracnoidea e intraparemquimatosa), respiratorias (asma, neumonia,
embolia pulmonar), hemorragias de origen diverso, shock anafilactico, shock
séptico (Sindrome de Waterhouse Friderichsen) o shock hipovolémico (roturas de
aneurismas de aorta, Ulcera péptica), enfermedades digestivas y renales, entre
otras. Se debe prestar especial atencion al estudio del pulmén. Un fracaso
ventricular izquierdo, por fibrilacion, puede tener como expresién morfolégica un
edema agudo de pulmoén. De otra parte, una embolia masiva puede producir una
fibrilacion y una parada cardiaca, lo que los clasicos denominaban corazén agudo

pulmonar.

Una vez descartado el origen extra-cardiaco de la MS, debemos centrarnos en el
estudio macroscopico del corazon, teniendo en cuenta que muchas enfermedades
cardiacas pueden causar MS, ya sea a través de un mecanismo eléctrico (MSC
eléctrica, el 90% de los casos [12, 14-16, 29]), o bien comprometiendo la funcién
mecanica del corazon (MSC mecéanica). EI examen macroscépico estandar del

corazdn en caso de MS se debe efectuar como sigue [2, 4, 9, 38, 44]:
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Inspeccionar el pericardio, abrirlo y explorar la cavidad pericéardica,
comprobando la existencia de adherencias fibrosas o de derrames
intrapericardicos, determinando su tipo (seroso, hematico, purulento), y su
cantidad.
Inspeccionar la anatomia de las grandes arterias, antes de seccionarlas 3
cm por encima de las valvulas aortica y pulmonar
Examinar y seccionar las venas pulmonares. Cortar la vena cava superior 2
cm sobre el punto donde ésta se une a la cresta de la orejuela derecha (para
preservar el nodo sinusal). Seccionar la vena cava inferior cerca del
diafragma.
Un vez que hemos extraido el corazén valorar el aspecto del pericardio y
la cantidad y distribucion de la grasa epicardica.
Abrir la auricula derecha desde la vena cava inferior hasta el apex de la
orejuela. Abrir la auricula izquierda entre las venas pulmonares y desde
ahi hacia la orejuela auricular. Examinar las cavidades auriculares, el
tabique interauricular y determinar si el foramen oval esta integro. Valorar
las véalvulas mitral y tricuspide (o las protesis valvulares) desde arriba y
determinar la integridad de los musculos papilares y las cuerdas
tendinosas.
Inspeccionar la aorta, la arteria pulmonar y las valvulas aértica y pulmonar
(o las protesis valvulares) desde arriba.
Examinar las arterias coronarias:

e Valorar tamafo, forma, posicion, numero y permeabilidad de los

ostium coronarios.

e Evaluar tamafo, curso y dominancia de las arterias epicéardicas
principales, para ello deben examinarse siempre las coronarias
derecha, izquierda, descendente anterior y circunfleja, anotando la
dominancia (derecha, izquierda, balanceada o codominancia)

» Realizar multiples cortes transversales a intervalos de 2-3 mm a lo
largo del curso de las principales arterias epicardicas y sus ramas

como la diagonal o la marginal, y determinar la permeabilidad. El
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grado de estenosis se clasifica en ligera (25-50%), moderada (50-
75%), severa (>75%) y oclusiva (100%). Hay que especificar su
localizacion (proximal, media o distal).

Las arterias coronarias severamente calcificadas habitualmente se
abren de forma adecuada con tijeras afiladas. Si esto no es posible,
deberian ser disecadas intactas, descalcificadas (con acido nitrico al
7%, por ejemplo) y abiertas transversalmente.

Los segmentos coronarios que contienen un stent metalico deberian
derivarse integros a laboratorios con medios para fijacion en resina
y posterior procesado Y tallado.

las arterias coronarias con bypass (venas safenas, arterias mamarias
internas, arterias radiales, etc.) deberian ser examinadas
atentamente mediante cortes transversales. Las anastomosis
proximal y distal requieren un examen particularmente cuidadoso.
Las grapas o suturas junto al vaso facilitan su identificacion, sobre

todo cuando se trata de injertos de la mamaria interna.

o Practicar un corte transverso completo (eje corto) del corazén a nivel de

mesocardio, seguido de cortes paralelos de los ventriculos a intervalos de 1

cm hacia el apex y evaluar detenidamente la morfologia de las paredes y

cavidades en dichos cortes.

o Una vez esté el corazon exangle, debemos registrar las siguientes

medidas:

Peso total del corazon: valorar el peso del corazén frente a tablas de
pesos normales segun edad, sexo y peso corporal [45, 46].

Espesor de la pared: examinar el endocardio, medir el grosor de la
region media de la pared libre del ventriculo izquierdo, del
ventriculo derecho y del tabique (excluyendo las trabéculas)
comparando con tablas de espesor normal segin edad, sexo y peso
corporal [45, 46]. Si el grosor del ventriculo izquierdo es mayor de
15 mm se considera hipertrofia, y habra que valorar si es
concéntrica o asimétrica. El espesor del ventriculo derecho es de 3-

4 mm.
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« Dimensiones del corazén: el eje transversal se calcula
adecuadamente como la distancia desde el margen obtuso al agudo
en el surco auriculo-ventricular posterior. El eje longitudinal se
obtiene midiendo la distancia entre deux-cordisy el apex del
corazon por la cara posterior.

o Disecar la mitad basal del corazén siguiendo la corriente sanguinea y
realizar un examen completo del tabique interauricular e interventricular,
las valvulas auriculo-ventriculares, tractos de entrada y de salida de los
ventriculos, y las valvulas semilunares. En el caso de existir un cuadro de
pre-excitacion ventricular documentado en un registro ECG, los anillos

auriculo-ventriculares deben mantenerse intactos.

- Estudios complementarios: Toma, envio y andlisis de muestras en casos de

muerte subita cardiaca.

Para la toma de muestras y su analisis, es debemos tener en cuenta la orden
ministerial que se publico en Espafia, en el afio 2010, por del Ministerio de
Justicia (JUS/1291/2010). En ella se recogen las normas para la preparacion y
remision de muestras que van a ser objeto de analisis por el Instituto Nacional de
Toxicologia y Ciencias Forenses [39]. También se deben considerar las
recomendaciones de otros autores [2, 4, 9, 38, 44].

Para estudio histopatolégico, en casos de MS del adulto, se han de considerar
muestras de encéfalo en caso de sospecha de enfermedad neuroldgica, corazon,
pulmén (muestras de los 5 l6bulos), higado, bazo, pancreas, glandula suprarrenal,
rinon, y otros segun los hallazgos de autopsia y antecedentes clinicos del
fallecido. En el caso del corazon se recomienda que se envie completo (aunque
también se dan otras alternativas) incluyendo la totalidad de las auriculas, siendo
este el procedimiento 6ptimo, sobre todo cuando se envian a centros
especializados en el estudio del corazon, (no a simples centros de estudios de
anatomia patologica general, ya que privar al patdlogo del analisis inmediato del
corazén puede ser mas negativo que positivo), prefiriéndose que no se haga el
estudio estandar del corazon descrito con anterioridad en la sala de autopsias. Otra

opcion seria enviar el corazon seccionado en dos, mediante corte transversal por la
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mitad del cono ventricular por debajo de los musculos papilares y de la valvula
mitral para preservar el aparato valvular. El cono ventricular también puede
enviarse en varias secciones transversales obtenidas mediante cortes paralelos al
surco auriculo-ventricular posterior. La base cardiaca, opcionalmente, puede
enviarse abierta siguiendo la direccion de la corriente sanguinea. La auricula
derecha debe abrirse desde la desembocadura de la vena cava inferior a la orejuela
derecha, para preservar el nodo sinusal del sistema de conduccién. Los corazones
operados, protesis valvulares, o bypass, deben enviarse completos y sin corte
alguno. En caso de cirugia coronaria, tratar de preservar los injertos aorto-
coronarios y buscar posibles injertos pediculados de arteria mamaria interna. Los
corazones con cardiopatias congénitas, si es posible, deben enviarse completos,
sin cortes. En casos en los que no se pueda enviar el corazén completo (ya sea
integro o con cortes) se deben tomar bloques etiquetados de un corte transversal
de los ventriculos que resulte representativo, incluyendo la pared libre del
ventriculo izquierdo (regiébn anterior, lateral y posterior), el tabique
interventricular (region anterior y posterior), junto con una muestra de tracto de
salida de ventriculo derecho, y de cada una de las auriculas. Ademas debe
muestrearse cualquier otra area con alteraciones macroscopicas significativas.
Estas muestras deben enviarse en formol tamponado al 4%, de modo que las
piezas queden totalmente cubiertas. A estas muestras se les realizara un estudio de
hematoxilina-eosina y tinciones de tejido conectiMan Gieson, tricromico,

Sirius red)que son las estandarizadas. Otras tinciones especiales y estudios de
inmunohistoquimica se realizaran en casos necesarios. En caso de que exista
enfermedad en las arterias coronarias debe hacerse estudio histolégico de las

lesiones focales mas severas del mismo modo que se ha descrito con anterioridad.

Para estudios bioguimicos, en casos de MS se debe enviar, para la determinacion
de glucosa, urea, creatinina, y cloruros, muestras de humor vitreo (0.5 ml en un
tubo estéril sin ninguna sustancia), y sangre (1 ml con heparina como
anticoagulante). Para el estudio de glucosa en sangre, esta se mandara en tubos de
fluoruro sédico-oxalato potasico. En sangre y en liquido pericardico sera de gran
utilidad, en casos de MSC, el estudio de enzimas cardiacas, fundamentalmente la

troponina | y T cardiaca. El liquido pericardico se recoge en un tubo esteéril.
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Para estudio toxicolégico, en casos de MS se debe tomar sangre periférica (10 ml
tomada de las venas femorales), sangre cardiaca (25 ml), ambas en tubos con
fluoruro sodico y oxalato potésico), orina por puncién (30-50 ml), humor vitreo
(todo el posible de los dos ojos; bilis (20-30 ml), contenido gastrico, y un
fragmento de cerebro, higado, rifidn y pulmon, estos es fresco. También se podra
tomar cabello de la regidon occipital y en un tubo sin conservante. En estas
muestras se podra determinar cocaina y metabolitos, anfetaminas, opioides,

alcohol y medicamentos con efecto cardiotoxico como son los neurolépticos.

Si existe sospecha de un proceso infeccioso como causa de la MSC, como es el
caso de una miocarditis infecciosa, se deben tomar muestras en fresco de sangre
con EDTA, suero y corazon en fresco (una porciéon de 3 a 5 g de punta de
miocardio en envase estéril y preferentemente en medio de transporte viral).
También ante la sospecha de otros procesos infecciosos se pueden tomar hisopos
faringeos y nasofaringeos recogidos con medio de transporte preferentemente
viral, y pulmoén, liquido pleural y aspirado bronquial si hubiera existido
sintomatologia respiratoria. En caso de diarrea los dias previos a la muerte, se
tomaran heces en recipiente estéril o hisopo rectal con medio de transporte
preferentemente viral. En el caso de que sélo se disponga de muestras fijadas es
prioritario que este andlisis se efectle con la mayor rapidez desde que se establece
el diagnostico histologico. Se tomaran secciones de parafina de miocardio,
procedentes de dos zonas del corazon seleccionadas segun los hallazgos
histopatolégicos (una zona con infiltrado inflamatorio y otra de una zona control
con celularidad normal). De cada una de ellas se tomaran 5-6 cortes, cada uno de
ellos de 5 micras, que se dispondran en tubo de microcentrifuga estéril y se

mantendran refrigeradas hasta su analisis.

Para estudio genético las muestras que se deben recoger son 10 ml de sangre con
EDTA como anticoagulante, y 5 g de miocardio y de bazo sin fijar, y deben
mantenerse congelados a -80°C. Los estudios moleculares incluyen la deteccion
del genoma viral en casos de MSC por miocardiopatias inflamatorias, y el analisis
de mutaciones genéticas en enfermedades cardiacas estructurales (miocardiopatia
hipertréfica y displasia arritmogénica de ventriculo derecho), y no estructurales

(canalopatias) determinadas genéticamente. Estos Ultimos procedimientos
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constituirian la llamada Autopsia Molecular, recomendada en casos de
enfermedades cardiacas estructurales genéticas, pero sobre todo ante una autopsia
negativa o blanca (sobre todo en menores de 35 afios), en la que no se han
encontrado anomalias cardiacas estructurales, y en las que la causa mas probable
de la MS es una arritmia ventricular primaria genéticamente determinada por una
canalopatia primaria, debida a un Sindrome de QT largo, Sindrome de Brugada,

Sindrome de QT corto, 0 a una taquicardia familiar catecolaminérgica [5].
c. Elaboracion de un diagnostico en casos de muerte subita.

Una vez integrada toda la informacion obtenida de un minucioso analisis médico-
legal de la MS, en la mayoria de los casos de MSC puede identificarse una causa
patoldgica evidente, aunque con grados variables de certeza [4]. Las muertes que
a pesar de todo, y después de una cuidadosa investigacion, no puedan explicarse
deben clasificarse com®indrome de Muerte Subita Arritmica, ya que cada vez
existen mas evidencias de que las MSC en estos casos inexplicados se deben a
anomalias congénitas de los canales idnicos en los miocardiocitos, es decir a las
llamadas canalopatias [4, 9, 15, 26, 34, 37].

Finalmente recordar que para alcanzar un diagnéstico, ante una MSC no es
suficiente el hacer un estudio del corazon, sino que es necesario un examen
minucioso del lugar de los hechos, un estudio clinico detallado que incluya
antecedentes personales y familiares, y una autopsia completa, con todos los
estudios complementarios que sean necesarios, y solo asi se podra realizar una
correcta interpretacion de la causa y el mecanismo de una muerte que ha
acontecido de manera rapida e inesperada. Ademas las autopsias que se hacen a
sujetos que fallecen por MSC en los Servicios de Patologia Forense de los
Institutos de Medicina Legal, por orden judicial, tienen una finalidad pericial, y
sin embrago la importancia que tiene la MSC a nivel tanto clinico como social
trasciende mucho mas alla dicho ambito. Por ello los Servicios de Patologia
Forense de los Institutos de Medicina Legal pueden y deben dar un apoyo al
estudio de esta frecuente entidad que es la MSC, permitiendo un estudio

multidisciplinar de la misma, sin que por ello se vea interferia la funcion pericial.
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3. La muerte subita cardiaca de origen isquémico
3.1La cardiopatia isquémica
3.1.1 Concepto de cardiopatia isquémica

La cardiopatia isquémica (CI) [47-49] es el conjunto de enfermedades
cardiacas, y de las complicaciones que de éstas derivan, que se producen como
consecuencia de las alteraciones fisiopatoldgicas que conllevan la aparicion de un
desequilibrio entre el aporte y la demanda de oxigeno al musculo cardiaco, en

detrimento de aquel (isquemia miocardica).
3.1.2 Epidemiologia de la cardiopatia isquémica

La enfermedad cardiovascular arterioesclerotica es la primera causa de muerte en
Espafa, suponiendo el 37% del total, siendo aproximadamente la tercera parte de
estos casos secundarios a enfermedad coronaria arterioesclerética y a isquemia
cardiaca. En nameros, la enfermedad cardiovascular arterioesclerética produce en
Espafa unas 125.000 muertes al afio, siendo la cardiopatia isquémica la primera
causa de muerte en los varones, seguida de la enfermedad cerebrovascular,
mientras que en las mujeres es a la inversa. En nuestro medio, la enfermedad
coronaria es actualmente la primera causa de muerte en varones por encima de los
45 afos y en mujeres por encima de los 65 afios [49]. Desde mediados de la
década de los setenta se ha producido en nuestro pais un descenso de la tasa de
mortalidad por enfermedad cardiovascular ajustada por la edad,
fundamentalmente a expensas de la mortalidad cerebrovascular, y en menor
medida al descenso de la mortalidad por cardiopatia isquémica. Este descenso se
asocia a intervenciones comunitarias sobre los factores de riesgo cardiovasculares,
y a las mejoras en el diagndstico y el tratamiento de la enfermedad. Sin embargo
debido al envejecimiento de la poblacion el nimero de muertes por cardiopatia

isquémica sigue aumentando.

A pesar de esto, Espafia ha sido una tradicionalmente uno de los paises

industrializados con menos incidencia de enfermedad coronaria, siendo esto
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debido a factores genéticos y a otros adquiridos, como la tradicional dieta

mediterranea [13, 48].

También destacar que la enfermedad cardiovascular y especialmente la
enfermedad coronaria, es la causa mas frecuente de muerte prematura en todo el
mundo, supone el 42% de todas las muertes en mujeres europeas menores de 75

anos, y el 38% en varones menores de 75 afios [47].
3.1.3 Factores de riesgo de la cardiopatia isquémica

Los factores de riesgo de la Cl, son los factores de riesgo cardiovascular, los
cuales estan integrados por cualquier habito, caracteristica o rasgo que aumente la
probabilidad de que un individuo desarrolle una enfermedad cardiovascular o
alguna de sus complicaciones. Existen factores de riesgo no modificables, como el
sexo y la edad. La edad es el factor de riesgo con mayor valor predictivo. La
enfermedad cardiovascular aumenta con la edad con independencia del sexo,
siendo excepcional antes de los 40 afios. En relacion al sexo, el riesgo de
cardiopatia isquémica es 4 veces mayor en el hombre que en la mujer para el
mismo nivel de colesterol, y la edad de aparicion se retrasa en la mujer 10-15
afos, aumentando la incidencia en las mujeres tras la menopausia, aunque no
llega a sobrepasar al varon en ningun momento. Entre los factores de riesgo
modificables destacar el tabaquismo, la hipertension arterial, la dislipemia, la
diabetes mellitus, el sedentarismo y la obesidad [12, 30, 47-49].

3.1.4 Etiopatogenia de cardiopatia isquémica

La causa mas frecuente de CI es la enfermedad coronaria que supone mas del
90% de los casos, y que es debida a la arterioesclerosis de las arterias coronarias
epicardicas, [47-49]. Desde un punto de vista patolégico la enfermedad coronaria
es aquella que aparece cuando un corazén muestra al menos una de las tres
arterias coronarias principales con una estenosis del 75% o mayor, por una placa

arterioesclerotica y/o una trombosis coronaria [9].

La arterioesclerosis es un proceso inflamatorio cronico que afecta a la intima,

media y adventicia de las arterias de mediano y gran calibre de diferentes lechos
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vasculares, y que se caracteriza por producir un engrosamiento de la capa intima y
media de estos vasos, con pérdida de elasticidad y endurecimiento de los mismos
[47-49]. Este proceso inflamatorio busca reparar un dafio producido en la pared
arterial, y se inicia con la disfuncion del endotelio inducida por la alteracion en las
particulas de LDL colesterol, las fuerzas de estrés sobre la pared vascular, la
hipertension arterial, el tabaquismo, las infecciones y otros procesos que generan
una respuesta inflamatoria [50]. Este proceso es el que genera la lesién basica de
la arterioesclerosis que es la placa de ateroma, la cual esta compuesta
fundamentalmente de lipidos, tejido fibroso y células inflamatorias. Asi pues las
placas de ateroma se caracterizan por el depdsito de lipidos en la zona
subendotelial, fundamentalmente de colesterol no esterificado. El nucleo lipidico
central de la plac&ore) esta compuesto basicamente por ésteres de colesterol, y
esta rodeado por tejido conectivo con células espumosas (macrofagos cargados de
lipidos), linfocitos, células musculares lisas y fibroblastos que sintetizan una
matriz fibrocolagena extracelular, que esta tapizada por endotelio hacia la luz

vascular [49].

La arterioesclerosis coronaria, con la formacion de placas de ateroma, puede
provocar isquemia miocardica por la reduccién del calibre de la luz vascular, lo
gue disminuye el flujo de sangre hacia el miocardio, y también por la capacidad
trombogénica de las placas de ateroma [49]. En el primer caso, la reduccion del
calibre del vaso se produce por las conocidas como placas estables, las cuales se
caracterizan por tener un importante desarrollo de la capa fibrosa (incluso con
calcificacion), lo que les confiere una alta resistencia a la ruptura, incluso en casos
en que la estenosis sea muy importante. La angina estable generalmente es
producida por lesiones de este tipo. Por otro lado la isquemia miocéardica puede
ser consecuencia de la formacion de un trombo sobre una placa de ateroma que se
rompe, en este caso hablariamos de una placa vulnerable o inestable [47, 49]. Este
tipo de placas se caracterizan por un predominio del componente lipidico sobre la
fibrosis, por los que son mucho mas susceptibles a sufrir complicaciones, es decir
se pueden convertir en una placa complicada, con las consecuencias que esto
conlleva. Estudios angiogréaficos y necrépsicos demuestran que este tipo de placas
arterioescleroticas, son las que con mayor frecuencia inducen el desarrollo de

Sindromes Coronarios Agudos (SCA), estos son la angina inestable, infarto agudo
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de miocardio (IAM) (con o sin elevacion del segmento ST), y la muerte subita
cardiaca de origen isquémico [49]. En estos casos el riesgo de rotura de la placa
arterioesclerética depende mas de su composicion y vulnerabilidad, que del grado
de estenosis, de modo que diferentes estudios han demostrado que méas del 75%
de los IAM ocurren en areas donde las arterias coronarias presentan estenosis
moderada (menos del 50%). Los factores mas importantes que afectan a la
estabilidad de una placa son su composicion celular y la proporcion entre matriz
extracelular y concentracién lipidica. Las placas inestables y con alto riesgo de
rotura tienen un importante nacleo lipidico, rico en ésteres de colesterol y pobre
en colageno, y con reducido numero de células musculares lisas, ademas de
inflamacioén dentro de la capsula y un elevado grado de neovascularizacién.
Ademas destacar que en las lesiones iniciales, las células musculares lisas son el
90-95% del componente celular, mientras que en placas avanzadas soOlo
representan el 50%, hecho que indica que con el tiempo las placas se hacen mas
vulnerables. De este modo gran parte de los SCA, incluidos los casos de MSC de
origen isquémico, se desarrollan sobre lesiones moderadamente estenéticas que
sufren una ruptura exponiendo el gran nucleo lipidico de la placa al torrente
sanguineo, generando un estado de hipercoagulabilidad local que da lugar a la
formacion de un trombo [47-49]. La ruptura de la placa se puede producir de
manera espontdnea o inducida por diversos factores desencadenantes, como
pueden ser el ejercicio, el estrés, en el contexto de taquicardia, hipertension, y
otros factores, con frecuencia presentes en los casos de MSC, que condicionan un
aumento del flujo sanguineo y la génesis de turbulencias en la zona de estenosis,
hechos que a su vez precipitan la ruptura de la placa, y por tanto el SCA. En
ocasiones puede no producirse la ruptura completa de la placa, si no simplemente
una erosion superficial o fisura de la misma, sobre todo en placas altamente
estendticas y fibroticas. En estos casos, que también son origen de un SCA,
desempefian un papel fundamental en la formacién del trombo diversos factores
sistémicos como el tabaco, la hiperlipidemia, hiperglucemia, y alteraciones de la

hemostasia que generan un estado hipertrombogénico [49].

Considerar que episodios sucesivos de trombosis no oclusiva sobre una placa
(generalmente estable que se fisura) en la que se ponen en marcha procesos de

reparacion cicatricial con fibrosis y organizacion del trombo, aportan estabilidad a
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la placa de ateroma, pero producen una reduccion de la luz del vaso por
crecimiento de la placa que disminuye el flujo de sangre hacia el miocardio de
manera cronica. Este es el mecanismo que subyace en una parte de los sindromes
coronarios cronicos, como es la angina estable, en la que también puede existir,
como ya hemos mencionado, una placa estable que por su tamafo es estendtica,
sin que en ningln momento se haya tenido que inestabilizar. En la angina estable,
una reduccion del 70-75% de la luz del vaso ocasiona incapacidad del mismo para
aumentar el flujo de sangre hacia el miocardio ante un incremento de demanda, y
estenosis mayores del 80% comprometen el flujo en reposo. Cuando existe un
sindrome coronario crénico que produce sintomas hablamos de angina estable, si

es asintoméatico estariamos ante una isquemia silente.

3.1.5 Clasificacion de la cardiopatia isquémica

La cardiopatia isquémica se clasifica segun su fisiopatologia, como ya hemos
visto en sindromes coronarios agudos (SCA) y sindromes coronarios cronicos

(angina estable e isquemia silente).

Los SCA, caracterizados por ser consecuencia de la inestabilidad de una placa que
se rompe o fisura, con la consiguiente formacion de un trombo, y en estos se
incluye la angina inestable, el IAM y la MSC de origen isquémico [51]. En la

actualidad las patologias que integran el SCA se dividen en dos grupos [47, 49]:

- SCA sin elevacion del segmento ST: En este grupo encontramos la angina
inestable y el IAM sin elevacion del segmento ST o subendocardico. En
estos la obstruccién de la luz coronaria por el trombo en general es
importante pero no completa. Estas dos entidades se diferencian segun la
gravedad de la isquemia generada, si esta es lo bastante intensa como para
causar dafo isquémico miocardico y liberar cantidades detectables de un
marcador de lesiébn miocardica como son las troponinas cardiacas T o |
(cTnT y cTnl), o la creatinfosfoquinasa en su fraccion MB (CK-MB). Si el
nivel de CK-MB en sangre duplica su valor normal se habla de IAM sin
elevacion del segmento ST, y si no se alcanza ese nivel de angina

inestable.
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- SCA con elevacion del segmento ST:. Este se refiere al 1AM clasico,
subepicéardico o transmural, y en estos casos existe una oclusion coronaria
trombodtica completa. El IAM se define cldsicamente como la necrosis
celular irreversible de una zona del miocardio producida por la isquemia
grave y prolongada del mismo, siendo la causa mas habitual la rotura de
una placa de ateroma complicada con la trombosis coronaria subsecuente
[49].

3.1.6 Fisiopatologia de la isquemia miocéardica y del infarto

agudo de miocardio

Tras la rotura o fisura de la placa de ateroma en una arteria coronaria y la
consiguiente trombosis, se produce un SCA (angina inestable, IAM o MSC) que
trae consigo una isquemia/necrosis del tejido miocérdico. Cuando la obstruccién
completa del flujo sanguineo persiste durante tan solo 20 minutos, se puede
observar una necrosis miocardica, sin embargo, en circunstancias en que la
reperfusion miocardica se restablece con gran rapidez, la funcion mecanica puede
retomar unos niveles casi basales. Desde el primer momento, la interrupcién
basica del flujo sanguineo provoca al mismo tiempo la puesta en marcha de
mecanismos homeostaticos, tratando de limitar la lesion resultante y de rescatar el
miocardio dafiado. El proceso de isquemia y de necrosis, con la liberacién del
contenido intracelular, y el aumento en el estrés mecanico de la pared,
desencadenan una serie de eventos que incluyen una respuesta inflamatoria local
de fase aguda, que tiende a generalizarse, con acumulacién de polimorfonucleares
y macrofagos en el lugar de la lesion miocardica y una activacion de los reactantes
plasmaticos de fase aguda, como son los leucocitos, la proteina C reactiva y un
importante numero de citocinas pro y antiinflamatorias, como el factor de necrosis
tumoral alfa (TNFe), la interleucina 6 y 1beta (IL-6 elL-}pel factor de
crecimiento de fibroblastos (FGF), y el factor de crecimiento transformante 1
beta (TGF-1, entre otros. Toda esta liberacién aguda de cisgiodria regular
la supervivencia o el proceso de apoptosis de los miocitos en la zona infartada v,
sus efectos inotrépicos negativos pudieran representar una respuesta adaptativa
para delimitar el dafio y para disminuir la demanda de energia del miocardio. Esta

significativa regulacion a la alta de las citocinas proinflamatorias puede
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extenderse a la zona no infartada y disparar una segunda fase de niveles elevados
de citocinas que promueven la fibrosis intersticial y la deposicion de colageno en

el miocardio no infartado llevando a un ventriculo disfuncional. La intensidad de

la respuesta inflamatoria viene determinada no solo por la extension del infarto y
la respuesta inmunoldgica individual, sino también por la presencia de reperfusion

y/o terapéutica trombolitica [52-56].

Junto con esta reaccion de fase aguda, y con un curso temporal mas lento, se
ponen en marcha respuestas adaptativas del miocardio al estrés mecanico, en un
intento para adaptarse a la elevacién en la tension de la pared y mantener el gasto.
Entre estas respuestas se encuentran la hipertrofia de los miocardiocitos, su
apoptosis y cambios en la composicion y distribucion de los componentes de la
matriz extracelular (MEC) sobre todo del colageno, generando asi, una fibrosis
que se extiende hasta la region no infartada. Cabe recordar que dos tercios de la
poblacién de células que forman el corazén, lo constituyen células no musculares,
principalmente fibroblastos y que estas células responden muy sensiblemente a
sefales intercelulares modificando su fenotipo y liberando proteinas de la MEC
asi como diversos tipos de sustancias como metaloproteinasas (MPPs), factores de
crecimiento y citocinas. La elevacién en la expresién de citocinas ocurre antes del
incremento de la actividad de las MMPs en el area infartada, fundamentalmente
las MMP 2 y 9, las cuales se han relacionado directamente con la remodelacion
cardiaca [57, 58]. De igual manera, de forma mas lenta, se produce una liberacion
de los péptidos natriuréticos atrial y cerebral (PNA y PNB) a los cuales se les ha
atribuido un papel protector en el proceso de isquemia/reperfusion [59]. Las
citocinas son el inicio de todo el proceso, regulando de manera aguda las
respuestas adaptativas al dafio controlando la sobrevivencia de los miocardiocitos,
y generando respuestas inflamatorias celulares adicionales que a largo plazo
pueden mediar la reparaciéon y remodelacion del tejido a través de activar
mediadores como las MMPs y la consecuente formacion de colageno, asi como el

proceso de angiogénesis [52-56].

Estas citocinas no se encuentran constitutivamente expresadas en el corazén en
condiciones normales; sin embargo ante un dafio al miocardio, se presenta un gran

aumento en sus niveles plasmaticos. En modelos experimentales de infarto de
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miocardio se ha reportado un aumento de hasta 50 veces en los niveles de ARN
mensajero para TNE; IL-6 e IL-1p dentro de las primeras horas después de la
isqguemia en el area infartada y un aumento de hasta 15 veces en la zona del
miocardio no infartado. El TGF-1B es una citocina que se incrementa
tempranamente en la zona infartada, producida por los miocitos necroticos y los
macrofagos, estimulando quimiotaxis de otros macréfagos y fibroblastos,
generando un mecanismo de amplificacion e interaccion de las respuestas
inflamatoria y neurohumoral para delimitar el aérea dafiada e iniciar la fibrosis
reparativa. Por tanto el TGF-Jjfega un papel muy importante y precoz en la
curacion del infarto, la reparacion del miocardio y la remodelaciéon cardiaca [52,
60, 61]. ElI TNFe es producido por macrofagos, células endotelialpsrylos
propios cardiomiocitos y tiene efectos directos sobre la funcién contractil
disminuyéndola, ademas podria facilitar la apoptosis, y esta involucrado en la
infiltracion de neutrofilos después del dafio isquémico. Por otro lado, se ha
demostrado que el TNé&-incrementa la expresion y la actividad de algunas
MMPs, como las MMP-2 y la MMP-9, asi como la alteracion diferencial de la
expresion de los inhibidores de las MMPs llamados TIMPs, permitiendo una
desviacion de la relacion MMP/TIMP hacia una mayor actividad proteolitica con
degradacion del colageno y la reestructuracion de la MEC. Asi ebidfdla la
respuesta al estrés del miocardio, al disparar sefales citoprotectoras
antiapoptoticas tempranamente, las cuales son responsables de delimitar el dafio
tisular y, sefales tardias que facilitan la reparacion del tejido o su remodelacion
[52, 55, 62]. La IL-6 es producida durante la fase aguda de la respuesta inmune
por diversos tipos celulares. De manera particular, la IL-6 produce induccién de
anticuerpos, hematopoyesis, trombocitopoyesis y sintesis de proteinas de fase
aguda. Esta citocina tiene un efecto negativo sobre la contractilidad cardiaca [52].
La IL-1P se ha relacionado directamente con el procesonaededacion cardiaca.
Durante la fase aguda del 1AM, la IL-18l igual que el TNFx, parecen tener un

papel protector y regulan la recuperacion del tejido. El efecto mas importante de
la IL-1p seria su efecto mitogénico sobre los fibroblastda degion no infartada

que llevaria, en primera instancia, a la reparacién del dafio y a la adaptaciéon
mecanica de la cdmara ventricular, pero también este proceso seria responsable a

largo plazo, de alterar la distensibilidad del miocardio propia de la remodelacion.
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En la fisiopatologia del IAM cabe destacar el papel de los leucocitos

polimorfonucleares (PMN) activados, ya que estos estan fuertemente implicados
en la fisiopatologia de la lesién isquémica, destacando los siguientes aspectos:
existe una gran acumulacion en el tejido isquémico y/o reperfundido (la

infiltracion de PMN en la zona isquémica comienza a los 60 minutos del inicio de

la isquemia y aumenta de forma significativa durante mas de 90 minutos después
de la reperfusién), intervienen en la lesién endotelial y ante la estimulacién de la
agresion isquémica, aumentan su agregabilidad y oclusion de la microcirculacion.
Ademas los neutréfilos juegan un importante papel en la produccion de dafio
consecuencia de la isquemia, por al menos tres mecanismos: liberacion de
radicales activos oxidativos (ROS), degranulacién con liberacion de elastasa y

proteasas, y factores activadores de plaguetas [54, 63].

En relacion al papel del sistema del complemento, se han descrito dos
mecanismos primarios para explicar como la activacion del complemento
desencadena una lesién miocardica. El primero esta causado por la generaciéon de
factores quimiotacticos y anafilatoxinas (C3a, C4a y Cbha), que estimulan a los
mastocitos y a los baséfilos a producir histamina, aumentando asi la
permeabilidad vascular, ademas de atraer a los neutroéfilos a la zona isquémica. La
activacion del sistema del complemento también ocasiona un dafio miocardico
directo a través de la formacion del MAC (C5b-9), que ha sido detectado
empleando técnicas inmunohistoquimicas en las zonas de infarto miocéardico, con
un depdsito relativamente escaso en las regiones adyacentes no isquémicas.
Incluso pequeiias cantidades de C5b-9, por debajo de los niveles umbral
necesarios para la lisis celular, pueden precipitar la translocacion de la P-selectina
a la superficie endotelial, contribuyendo mas a la adhesion de los neutrofilos. Por
otro lado se ha demostrado que los ROS (especies derivadas del oxigeno
altamente reactivas) generados en la reoxigenacion tienen la capacidad de activar
la cascada del complemento al convertir C5 en la forma activa C5b. También es
una observacion importante el hecho de que la isquemia y la reperfusion pueden
alterar metabdlicamente el miocardio y las células endoteliales, aumentando su

vulnerabilidad al ataque por parte del complemento [54, 64] .
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Junto a todo lo anterior, la lesion por isquemia y la reperfusion se acompafia de la
generacion rapida de especies reactivas oxigenadas altamente toxicas, con sitios
de produccion presentes en las células endoteliales, leucocitos reclutados, e
incluso los propios miocitos. Esta produccién de ROS puede alcanzar su maximo
en minutos pero puede persistir durante muchas horas después de la restauracion
del flujo sanguineo. La produccion de estos ROS sobrepasa las capacidades
limpiadoras de las enzimas antioxidantes protectoras, produciendo una
peroxidacién de los fosfolipidos de la membrana, la desnaturalizacion de las
proteinas y la inactivacion de enzimas homeostaticas clave. De este modo, las
ROS tienen la capacidad de dafiar directamente a los miocitos y a las células
vasculares, y ademas estan implicados en la puesta en marcha de la cascada
inflamatoria, a través de la induccién de las citocinas. Han demostrado tener un
efecto inhibitorio directo sobre la funcion cardiaca, y actian como agentes
quimiotacticos para los leucocitos, a través de la activacion del complemento, la
induccion de la expresion de P-selectina, estimulacion de la liberacion de
citocinas [54, 62, 65, 66].

Por ultimo debemos considerar un hecho fundamental en la fisiopatologia de la
isquemia y el IAM, la angiogénesis. La formacién de nuevos vasos sanguineos es
un hecho fundamental, para poder aportar al tejido infartado el oxigeno y los
nutrientes necesarios para sostener el metabolismo celular. La angiogénesis
depende de una compleja interaccion entre la matriz extracelular, las células
endoteliales y pericitos, en respuesta a un disbalance entre factores pro-
angiogénicos y factores anti-angiogénicos en el medio. El IAM esta asociado con
una precoz liberacion de factores angiogénicos en las areas dafiadas. Numerosos
estudios han determinado que el factor de crecimiento del endotelio vascular
(VEGF), la IL-8, el factor de crecimiento fibroblastigdFGH3), todos potentes
agentes angiogénicos, son rapidamente inducidos, expresados Yy liberados en el
miocardio isquémico [54, 55, 62]. La expresion de VEGF esta regulada por una
familia de factores de transcripcion inducidos por hipoxia (HIF) que incluyen el
HIF-1a, 20 y 1B8. Estos regulan la respuesta a la hipoxia, la hipoglucemia, la
insulina, y al IGF-1, uniéndose a secuencias promotoras de respuesta a la hipoxia
[67].
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3.1.7 Diagnéstico bioquimico del infarto agudo de miocardio

En la préactica clinica diaria el diagnostico del IAM se basa en tres pilares
basicos, que son las manifestaciones clinicas, el electrocardiograma y el estudio

bioquimico de marcadores cardiacos de necrosis miocardica.

La lesion irreversible de las mitocondrias y las membranas celulares que se

produce en el IAM da lugar a la liberacion en la sangre de numerosos marcadores
plasmaticos, que se utilizan para diagnosticar y cuantificar el grado de necrosis

miocardica en un paciente. Los marcadores de la muerte del miocito cardiaco

aparecen en el plasma cuando esta comprometida la integridad de la membrana
plasmatica, entre estas enzimas figuran la lactato deshidrogenasa (LDH), la

transaminasa glutdmica oxalacética sérica (SGOT) y otras proteinas intracelulares,
como las cadenas ligeras y pesadas de la miosina cardioespecifica la mioglobina,
la creatinfosfocinasa fraccion MB (CK-MB), y sobre todo las troponinas cardiacas

Tel(cTnT ycTnl), que son las mas especificas de dafio miocardico.

En la practica clinica actual, los marcadores bioquimicos de necrosis miocardica
que se recomiendan a nivel mundial y que se emplean para el diagnéstico y el
manejo del IAM son las troponinas T e |, ya que son las mas especificas [68-74].
El complejo de la troponina esta en el filamento delgado del aparato contractil del
musculo estriado y juega un papel fundamental en la regulacion del acoplamiento
excitacién-contraccion en el corazon. La funcion del complejo de la troponina
cardiaca es la modulacion de la funcion contractil del sarcomero en respuesta al
calcio citosolico y la fosforilacion de la proteina [70, 72, 73, 75]. Las troponinas T

e | estan codificadas por diferentes genes, con dos isoformas, una para el masculo
esquelético y otra para el cardiaco. Y debido a su expresion cardio-especifica, la
Tnl y TnT cardiacas se pueden utilizar, una vez que se liberan al torrente
sanguineo, como marcadores altamente especificos de dafio miocardico. Las
troponinas se pueden detectar en sangre en un paciente que sufre un IAM a partir
de las 4-6 horas del inicio del IAM, alcanzando un pico entre las 12 y las 20 horas
y normalizandose entre los 7-10 dias la cTnl, y a los 10-14 dias la cTnT. La
elevacion de la troponina cardiaca en sangre depende de la severidad del dafio

miocardico, incluyendo el tamafio y la intensidad del mismo [74, 76, 77].
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Cualquier tipo de dafio miocardico, no solo el de origen isquémico, puede dar
lugar a la elevacion de la troponina en sangre, como pueden ser arritmias severas,
miocarditis, pericarditis, contusiones cardiacas, miocardiopatia dilatada, fallo
cardiaco, miocardiopatia hipertrofica, y la hipertrofia del ventriculo izquierdo.
También enfermedades no cardiacas pueden elevar las troponinas cardiacas, es el
caso del embolismo pulmonar, la hipertensién pulmonar primaria, la insuficiencia
renal cronica, el accidente cerebrovascular o la hemorragia subaracnoidea, o en la
sepsis [70, 78, 79]. En los procesos agudos la elevacion de troponina sigue un
patron ascendente, mientras que en las enfermedades crénicas no suelen existir
cambios [74]. Por todo esto, cualquier cambio en los niveles sanguineos de
troponina debe ser interpretado siempre en el contexto clinico del paciente [70,
72, 74, 79].

Aunque los procedimientos bioquimicos convencionales empleados en el estudio
de la troponina cardiaca en sangre tienen un alto valor diagnéstico para el IAM, su
maxima sensibilidad se encuentra en las primeras horas tras el inicio del dolor
toracico, y ademas, con estas técnicas clasicas, para poder diagnosticar el IAM es
necesaria una monitorizacion prolongada durante un periodo de 6 a 12 horas, con
analisis seriados en sangre de este marcador [70, 72, 75]. Esta limitacién ha hecho
gue los fabricantes de estas pruebas hayan comenzado a desarrollar sucesivamente
ensayos mas sensibles, de manera que en la actualidad se estan incorporando a la
practica clinica una nueva generacion de pruebas de alta sensibilidad para
determinacion de las troponinas cardiacas [68-72, 79-81]. Estos ensayos de alta
sensibilidad permiten detectar el dafio miocardico antes que con los test
convencionales, los cuales necesitaban 4 horas, después del evento isquémico,
para poder detectar niveles circulantes de troponina. El uso de las técnicas de alta
sensibilidad permite diagnosticar el IAM ya en las primeras horas después del
inicio de los sintomas, de manera que incluso detectan troponina en sangre en
personas sanas, de modo que para estos ensayos se establece incluso un umbral de
normalidad para la troponina en sangre, por encima del cual hablariamos de 1AM
[68, 69, 81, 82]
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3.2Epidemiologia de la muerte subita cardiaca de origen isquémico

Dentro del SCA, la MSC de origen isquémico se puede ver como una forma
de IAM complicado, aunque clasicamente, esta se ha incluido como una forma

mas de SCA, junto con la angina inestable y el IAM [48, 49, 51].

La causa mas comun de MSC es la cardiopatia isquémica (Cl), y de ella
fundamentalmente el IAM, que representa el 80% de todas las MSC [2, 5, 6, 8,
15, 26, 28, 29, 32]. Debido a esto cuando se estudia el comportamiento y los
factores de riesgo de MSC de origen isquémico, nos encontramos que estos no son
otros que los factores de riesgo cardiovascular ya estudiados, y que se constituyen
también como factores de riesgo para la presentacion de MSC de origen

isquémico.

En la MSC de origen isquémico la diferencia de sexos es igual a otras formas de
Cl, existiendo una proporcion 2/3 a favor de los varones [7, 32]. Esta diferencia es
debida a que la causa mas frecuente de MSC es la cardiopatia isquémica, y a que
las mujeres estan protegidas frente a esta durante su época fértil [11, 17]. En
relacion a la edad, al igual que la Cl, la incidencia de MSC de origen isquémico
aumenta con la edad, siendo muy rara en menores de 35 afios, y teniendo un pico
después de los 45 afos [11, 15, 17, 51, 83].

Entre los marcadores que nos pueden ayudar a predecir una MSC que no se
produce de manera inmediata tras un IAM, el mas importante es la fraccion de
eyeccion del ventriculo izquierdo, de modo que cuando esta es baja (<30%) el

riesgo de MSC es mayor.

Aunque se ha observado que, tanto el IAM como la MSC de origen isquémico,
pueden ocurrir a cualquier hora del dia, es frecuente que sigan un ritmo circadiano
existiendo un pico de incidencia en las primeras horas de la mafiana (entre las 7 y
las 11 horas), y una baja frecuencia por la tarde y noche [17, 29, 51, 83]. En este
aspecto parece que fundamental la influencia de las fluctuaciones del tono
simpatico y/o parasimpatico en los episodios de isquemia, en las arritmias y en la
MSC isquémica [29]. También se ha demostrado una mayor incidencia de MSC
durante el invierno, particularmente asociada a las bajas temperaturas (<0°C) [17].
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Algo similar ocurre con los factores desencadenantes, estos son coincidentes en
los casos de IAM y de MSC de origen isquémico, destacando sobre todo los
grandes esfuerzos y las situaciones de estrés [51]. En este sentido el predominio
de la actividad simpética facilita el inicio de arritmias ventriculares [29].

La incidencia de MSC en individuos con Cl es de un 5% a los dos afos de
seguimiento y de un 2% a los 5 afos [12], con 1-2 muertes por cada 1000
personas Yy afo [30]. La CI, y en concreto el IAM, tiene una alta letalidad, la cual
siendo subita en su presentacion, puede aparecer tanto en la fase aguda del IAM, o
de forma mas tardia en pacientes con CI cronica e IAM antiguos, concentrandose
la mayoria en los primeros 6 meses tras el IAM [84], aunque el mayor riesgo de
MSC se tiene en los primeros 30 dias (sobre todo asociado a fallo cardiaco o a
nuevos eventos isquémicos) [17]. De este modo la letalidad del IAM se encuentra
entre el 30-40% en los primeros 28 dias después del IAM, alcanzando el 68% en
hombres mayores de 75 afios, y el 77% en mujeres. Ademas se ha constatado que
el 50% de las MSC que ocurren en los primeros dos afios tras un IAM se producen
en los primeros seis meses, y en pacientes que han sobrevivido a un paro cardiaco
extrahospitalario, que tienen insuficiencia cardiaca, o que han sufrido una TV o
FV tras un IAM y se han recuperado, la MSC se produce con mayor frecuencia
entre los 6 y 18 meses [13].

Entre los pacientes que fallecen por una CI, la MSC es el modo de fallecimiento
en mas del 50% de ellos, siendo ademas la primera manifestacion de enfermedad
en un 20-30% de los casos [5, 7, 11, 13-17, 28-30]. Ademas, el 65% de las

muertes por IAM se producen fuera del hospital [51].

Teniendo en cuenta toda esta informacion, podemos concluir diciendo que la
MSC de origen isquémico supone una entidad de gran repercusion clinica y social

en nuestro medio, y con muchas particularidades que debemos conocer.

3.3Factores de riesgo de la muerte subita cardiaca de origen

isquémico

La incidencia de MSC de origen isquémico es particularmente frecuente en
individuos que presentan una seria de caracteristicas, que pueden ser consideradas
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como factores de riesgo. Entre estas destacan el tener antecedentes de ClI, el tener
una fraccion de eyeccion de ventriculo izquierdo reducida (<30%), la
insuficiencia cardiaca, la hipertrofia del ventriculo izquierdo, la elevada
frecuencia cardiaca, y pacientes que han sobrevivido a un paro cardiaco
extrahospitalario, o que que han presentado una TV o FV en la fase de
convalecencia de un IAM [17]. Junto con estos datos especificos, considerar que
cualquier individuo que tenga factores de riesgo cardiovascular tendra riesgo de
sufrir una MSC de origen isquémico como ya se ha comentado con anterioridad
[13], destacando la edad (>45 afos), el sexo masculino, el ser fumador, la
hipertension, la diabetes mellitus, la hipercolesterinemia, la obesidad y la historia
familiar de enfermedad coronaria, y debemos tener en cuenta que estos factores
de riesgo son fuertes predictores a nivel poblacional, pero no son lo
suficientemente especificos para determinar un riesgo individual, debido a la
relativamente baja tasa de eventos de este tipo [17]. En este sentido cabe destacar
qgue la mayoria de los casos de MSC se dan en pacientes con Cl diagnosticada
pero clasificada de bajo riesgo (33%), y en pacientes sin enfermedad coronaria
previa conocida (30%), dejando un porcentaje menor del 25% para aquellos casos
qgue consideramos de mayor riesgo (historia de 1AM, y/o de arritmias, fraccion de
eyeccion del ventriculo izquierdo <30%, etc.) [17, 30]. Este hallazgo estd en
relacién a que son placas pequenfas inestables que se rompen y trombosan, las que

mas se asocian a MSC isquémica.

3.4 Fisiopatologia de la muerte subita cardiaca de origen isquémico

En la MSC de origen isquémico, como ocurria en los casos de MSC, las
arritmias ventriculares son el mecanismo que con mayor frecuencia produce la
muerte, siendo méas del 90% de los casos, esta arritmia fatal, una fibrilacion
ventricular, que aparece espontaneamente, 0 que es consecuencia de una
taquicardia ventricular sostenida que ha degenerado [5, 14-17, 29, 85]. En la
cardiopatia isquémica, la incidencia de MSC es particularmente alta en la fase
aguda del IAM, siendo también frecuente tanto en la fase de convalecencia tras
sufrir un 1AM, como en la fase cronica de esta enfermedad. Atendiendo a esto,
son dos los mecanismos principales que originan las arritmias ventriculares

mortales en la cardiopatia isquémica.
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El primero seria una isquemia miocardica aguda, asociada generalmente a la
rotura de una placa, y a la oclusion de una o mas arterias coronarias principales,
gue da lugar directamente a una FV, 0 que genera una taquicardia ventricular
sostenida (TVS) que degenera a una FV, en un paciente que suele presentar una
funcién ventricular izquierda normal o ligeramente disminuida. Ademas, casi en
un 30% de casos la MSC es la primera manifestacion del SCA, y ademas los
primeros 10 minutos de isquemia son los que mas predisponen a la aparicion de
FV [14]. En la MSC que ocurre en la fase aguda de un IAM es la isquemia
miocardica por tanto el hecho fundamental, siendo muy importante tanto el grado
como la duracién de la misma. Este mecanismo de MSC de origen isquémico es
muy frecuente, de modo que en estudios de autopsias por MSC en pacientes con
Cl, se encuentran cambios agudos en la morfologia de las placas coronarias, como
puede ser la formacién de un trombo fresco o la rotura de la placa, en mas del
50% de los casos. Esto pone de manifiesto que, aproximadamente, solo en el 50%
de los casos de MSC de origen isquémico se deben a un ataque isquémico agudo
[5, 11, 14, 15, 18, 28]. La isquemia generada por la oclusion coronaria produce
alteraciones ionicas y metabdlicas, como acidosis, que generan una acumulacion
de sustancias producidas por la puesta en marcha de un metabolismo anaerdbico
(potasio, adenosina, o GIen el espacio extracelular. Esto a su vez modifica las
caracteristicas electrofisioldgicas de los miocitos adyacentes a la zona isquémica
y/o infartada. Todo esto favorece la aparicion de reentradas, de TVS y de FV[14,
86]. Ademas la isquemia y el infarto causan alteraciones en el tono simpatico y
parasimpatico del corazon, a causa de lesiones neuronales y trastornos
metabdlicos. Esta denervacion que puede iniciarse pocos minutos después del
comienzo de la isquemia, aumenta la heterogeneidad de la repolarizacion, lo que
favorece el desarrollo de arritmias por reentrada [29]. Esta fase aguda, siempre
que no haya existido una MSC inmediata, se podria ampliar hasta las primeras 24-
48 horas tras el IAM, tiempo durante el cual el riesgo de arritmias y MSC es muy
importante (aunque menor que en las primeras 24 horas) debido a que esta es una
fase dinamica en la cual existe isquemia, reperfusion, variaciones en la velocidad
de conduccién local, y cambios en la repolarizacion. Procesos todos ellos que
interaccionan en un patron inestable, creando un sustrato arritmogénico que

ademas es cambiante [30]. Pasadas las primeras 24 horas se cree que el

46



l. INTRODUCCION

mecanismo que produce las arritmias malignas depende mas del aumento del
automatismo que de la reentrada [14]. Si existiese reperfusion antes de la MSC, la
aparicion de arritmias esté relacionada con la duracién de la isquemia, el tamafio
de la zona isquémica, la frecuencia cardiaca, la presencia de hipertrofia ventricular
y la concentracidon de potasio extracelular [14]. Estas son las caracteristicas
fundamentales de la MSC que acontece en la fase aguda del IAM, pero debemos
considerar que con mucha menor frecuencia la MSC en esta fase puede ser
consecuencia de un bloqueo cardiaco o por asistolia, especialmente si la arteria

coronaria derecha esta implicada [12].

El segundo mecanismo capaz de generar una arritmia mortal, y que esta presente
en casi el otro 50% de los casos de MSC de origen isquémico, se da en pacientes
que padecen una miocardiopatia isquémica tras haber sufrido un 1AM, es decir
pacientes que estan fuera de la fase aguda del infarto. Este periodo se puede
dividir a su vez en dos tiempos, la fase de convalecencia precoz, que se iniciaria
48 horas después del IAM y que continuaria durante semanas o meses después de
la fase aguda, durante la cual se esta produciendo la estabilizacion de la cicatriz;
y la fase cronica tras el IAM, en la que la cicatriz ya se ha formado y estabilizado
en el miocardio. Destacar que tras un IAM, se mantiene un elevado riesgo de
arritmias y MSC durante los primeros 6 meses, y que la fibrosis durante su
estabilizacion y una vez establecida constituye un sustrato ideal para la
conduccion anisotrépica, la reentrada y las arritmias [14, 86]. En la fase de
convalecencia precoz, el riesgo de arritmias y de MSC es especialmente
importante en los primeros 2-3 meses, sobre todo asociado con el tamafo del IAM
y con la fraccion de eyeccion del ventriculo izquierdo. El hecho de que aparezcan
arritmias en esta fase es ademas un elemento predictor de mayor riesgo de MSC.
En la fase cronica, el riesgo de MSC es menor, y se asocia sobre todo, y ademas
de a la fibrosis, a la remodelacion ventricular y a la posible evolucién hacia una
insuficiencia cardiaca, siendo una fraccion de eyeccion inferior a un 30-40% el
predictor individual mas potente de MSC. Estos pacientes tienen mayor
probabilidad de presentar TVS, que pueden degenerar a una FV, debidas a bucles
de reentrada alrededor de las areas de miocardio que estan en proceso de
cicatrizacion o ya fibroticas, y que constituyen un importante sustrato

arritmogénico. En estos pacientes que ya han sufrido un 1AM, el riesgo de MSC
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esta asociado a tres factores: presencia de isquemia residual (peligro de nuevo
accidente isquémico), mala funcion ventricular, e inestabilidad eléctrica por
alteraciones electrofisiolégicas permanentes, que con o sin isqguemia suponen un
riesgo de arritmia [5, 14, 15, 29, 30].

Por tanto la isquemia, la necrosis y la fibrosis son importantes sustratos
arritmogénicos, y son el origen de la gran mayoria de las MSC asociadas a la Cl,
procesos determinantes de los hallazgos de autopsia en la MSC de origen
isquémico en fase aguda: trombosis coronaria (presente en el 50% de casos de
autopsias por MSC de origen isquémico) y/o IAM (hallazgo en el 20-25% de
casos de autopsias por MSC de origen isquémico). De otra parte, en fase cronica,
las alteraciones morfologicas mas frecuentes serian: la enfermedad ateromatosa
coronaria significativa o severa (hallazgo en el 40-85% de casos de autopsias por
MSC de origen isquémico); y/o infarto de miocardio cicatricial mas o menos
antiguo (hallazgo en el 40-70% de casos de autopsias por MSC de origen
isquémico) [7, 9, 11, 12, 15, 17, 29, 30].

En este punto cabe hacer mencién a la MSC que acontece en pacientes que sufren
insuficiencia cardiaca (IC), ya sea de origen isquémico o de otras etiologias, en
los cuales aproximadamente el 40% de los que fallecen lo hacen de manera subita.
En estos la MSC se produce, también, como consecuencia de una arritmia

ventricular letal, tipo fibrilacion ventricular [15].

Considerar que en una pequefia proporcion de casos la MSC que sigue a un IAM
Nno es consecuencia de una arritmia, sino de una complicacion del IAM que
produce un fallo mecéanico del corazén, que cesa en su funcion de bomba,
produciéndose una insuficiencia cardiaca agua. Este fallo mecénico puede ser
consecuencia, por ejemplo, de la rotura de un musculo papilar, por defectos del
movimiento septal, o consecuencia de una disfuncion valvular de origen
isquémico. Otro mecanismo de MSC que se observa en ocasiones, es el
secundario a otra complicacion del IAM como es la rotura de la pared libre del
ventriculo izquierdo debida a una necrosis transmural. En estos casos la MS es

consecuencia de un hemopericardio y un taponamiento cardiaco [87].
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No se podria acabar de hablar de la fitopatologia de la MSC isquémica sin tener
en cuenta, que con mucha frecuencia, cuando se produce una MSC de este tipo,
existen factores que han actuado como moduladores y/o desencadenantes de la
muerte, de modo que han sido ellos los que actuando sobre un miocardio
vulnerable han precipitado MSC. Entre estos factores, cuando hablamos de MSC
de origen isquémico, destaca cualquier situacion que suponga un aumento de la
actividad simpatica, siendo lo mas frecuente la que se produce como consecuencia
de un estrés fisico o psiquico, que puede actuar como desencadenante de una
MSC, al producir este un aumento en la demanda de oxigeno en el miocardio,
precipitando la arritmia maligna tanto en fase aguda como en la fase cronica del

infarto de miocardio [29, 51].

3.5Diagnostico postmortem de la cardiopatia isquémica y del infarto

agudo de miocardio

Como ya hemos podido analizar la MSC de origen isquémico, es una entidad

de una alta incidencia en la practica médico forense.

El diagndstico postmortem del IAM ya establecido es una cuestiéon de facil
resolucion para el patologo, pero hay que tener en cuenta que la lesion isquémica
miocéardica se manifiesta por una serie de cambios a nivel macroscopico y
microscoépico, que no aparecen de forma inmediata tras el inicio de la isquemia, Si
no que para se puedan presentar, y por tanto detectar, precisan de un tiempo de
supervivencia minimo. Por este motivo estos cambios, que son la base del
diagndstico de la MSC isquémica, no pueden ser observados hasta que no ha
transcurrido un tiempo prudencial entre la instauracion de la isquemia y la muerte.
Con las técnicas histologicas clasicas (como la hematoxilina-eosina) la
isquemia/infarto no se puede detectar hasta pasadas al menos 6 horas de su inicio
[23, 26, 88-90, 90-96]. En consecuencia el diagndstico del 1AM es
particularmente dificil para el patélogo forense cuando la muerte se produce en
las primeras 6 horas después del inicio de los sintomas; problema que se planteara
en la gran mayoria de casos de MSC isquémica, en los que este lapso de tiempo
no es tan largo, produciéndose la muerte sin que dé tiempo a que se pongan de

manifiesto cambios a nivel miocardico macroscopicos 0 microscopicos. Se podria

49



3. LA MUERTE SUBITA CARDIACA DE ORIGEN ISQUEMICC

hablar aqui de un periodo de incertidumbre semejante al que Tourdes definié para
la vitalidad de las heridas, cuando estas se producen en los periodos agonicos.
Pero ademas debemos de tener en cuenta que, como ya hemos visto, el 90% de
casos de MSC, incluida la isquémica, el fallecimiento se produce por una
fibrilacion ventricular, que tiene su origen en la isquemia miocardica, con lo que
los cambios morfoldgicos pueden ser incluso menos evidentes. Por este motivo se
necesitan marcadores diagnésticos de lesién miocéardica isquémica precoz, esto es
marcadores que permitan hacer un diagnéstico en casos en los que la
supervivencia tras el inicio de los sintomas es menor de 6 horas. De este modo los
meétodos para demostrar la presencia de lesién isquémica lo mas precozmente
posible son de una gran importancia médico-legal, siendo este un campo de
investigacion, en el que el Departamento de Medicina Legal de Granada ha sido
pionero, proponiendo métodos bioquimicos complementarios al diagnostico
microscopico a partir de finales de los afios setenta del pasado siglo, tratandose
siempre de buscar marcadores sensibles, especificos y precoces, de modo que los
IAM de corta evoluciébn o que producen una muerte inmediata puedan ser

reconocidos.

Para el diagndstico postmortem de lesion isquémica miocardica precoz se han
propuesto multitud de métodos, pudiéndose agrupar éstos en cinco tipos, siendo

los dos primeros los que corresponden a los métodos clasicos:

3.5.1 Métodos morfolégicos

Incluyen el estudio de la forma, transparencia, lustre, apariencia de la
superficie y consistencia del miocardio, descritas macroscépicamente o tras el
andlisis de los cambios de las fibras musculares o del intersticio mediante

microscopio optico.

a. Estudios macroscopicos

La lesion isquémica miocardica se manifiesta macroscopicamente por un
cambio del color y la consistencia de la zona afectada, de manera que los rasgos

MAs precoces para reconocer macroscopicamente el infarto son [22, 89, 97, 98]:
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- Edema: La tumefaccién de la zona infartada ocurre precozmente, y al
cortar el ventriculo se observa el miocardio afecto con una apariencia mas
groseramente fibrilar que la normal. Los haces musculares dan la
apariencia de estar separados, con pérdida de brillo y coloracion grisacea.

- Color: La alteracion del color puede comenzar a verse al cabo de 8-9 horas
de que se inicie la isquemia, lo que implica que el fallecido ha tenido que
mantenerse vivo durante este espacio de tiempo. El miocardio infartado es
mas palido que el normal, tiene color gris y aspecto opaco. Con
posterioridad el color cambia a rojo castafio oscuro, seguido de un rojo
claro, hasta que el miocardio se necrosa y entonces presenta color
amarillo. Esta coloracion amarillenta rodeada de de una zona de
hiperemia, corresponde al infarto establecido, y no aparece hasta que han
trascurrido 24-48 horas tras la oclusion. Después la zona de infarto
adquiere un aspecto gelatinoso y finalmente fibroso blanquecino. A veces
se observa que el miocardio adquiere un aspecto “atigrado”, alterando
bandas rojas y palidas, esto aparece en estados avanzados y siempre
después de 24 horas. En ocasiones pueden aparecer areas focales de
hemorragia de color rojo parpura, es al caso de un infarto hemorragico, y

este hallazgo sugiere dafio por reperfusion [18].

Con estos datos, la deteccion del IAM postmortem seria asi muy sencilla, el
problema es que para que estos cambios macroscopicos sean detectables de forma
evidente en la autopsia, han tenido que trascurrir generalmente en torno a 12 horas
entre el inicio de la isquemia y el momento de la muerte lo que en la mayoria de
casos de MSC no ocurre [22, 89-91, 97-99]. Ademas sélo en el 20-25% de los
casos de MSC de origen isquémico muestran IAM, entre los cuales el infarto es
transmural y macroscopicamente identificable en el 50% de los casos; y
subendocardico y sélo identificable histolégicamente en el resto. En el 40-70% de

casos se encuentra IM cicatricial [9, 11, 12].

Destacar que en la autopsia de la MSC, como ya hemos comentado con
anterioridad, ademas de estudiar el miocardio se deben valorar las arterias
coronarias, que deben ser disecadas mediante cortes transversales a intervalos de

2-3 mm para su estudio macroscopico. Los segmentos arteriales con una luz de
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menos de 1 mm son equivalentes, al menos a una estenosis de un 75%, y tal
grado de estenosis siempre debe ser documentado microscépicamente [11, 18,
26]. Recordar que las arterias calcificadas no se deben seccionar, han de ser
extraidas enteras del corazén y decalcificadas durante al menos 24 horas antes de
ser seccionadas. Los hallazgos basicos que se requieren para el diagnostico de Cl
por arterioesclerosis coronaria son la presencia o ausencia de trombosis coronaria,
la severidad y la extensidn de las lesiones ateromatosas coronarias cronicas, y la
presencia 0 ausencia de cicatrices miocardicas o de infarto agudo. Al menos un
segmento de una arteria coronaria principal debe tener mas de un 75% de
estenosis para poder hacer el diagnostico de ClI, lo que aparece en un 40-85% de
los casos de MSC [11, 18, 26]. No obstante, el nimero de vasos afectados también
es importante en el riesgo de MSC, de modo que cuanto mas vasos afectados
existan el riesgo es mayor (en casos de MSC isquémica el 50% tienen enfermedad
de tres vasos y el 30% de dos) [29]. Destacar que en autopsias por MSC en
pacientes con Cl, se encuentran cambios agudos en la morfologia de las placas
coronarias, como puede ser la formacion de un trombo o la rotura de la placa, en
mas del 50% de los casos, dato indicativo de MSC de origen isquémico [11, 12,
15, 18], aunque no se pueda detectar el IAM. La ausencia de un trombo fresco en

un IAM pude ser consecuencia de la lisis espontanea del mismo [18].

Ademas, sobre el corazén en fresco se han realizado clasicamente técnicas macro
enzimaticas, como es la que emplea las sales de neotetrazolio. Esta se basa en que
el miocardio vivo contiene coenzimas deshidrogenasas que reducen una solucién
de neotetrazolio para producir un compuesto formazan rojo brillante. En las areas
de infarto, las células necrosadas no tienen actividad deshidrogenasa, con lo que
no se deposita el indicador, quedando la zona de color amarillo palido. Por tanto,
la reaccidbn de la deshidrogenada puede ser util para la identificacion
macroscopica de zonas lesionadas por la isquemia, y ademas con ella podemos
detectar el IAM en torno a las 4-9 horas tras el inicio de la isquemia, en ocasiones
antes de que se pongan de manifiesto los cambios macroscopicos y microscopicos
[22, 89, 99, 99-102]. En la préactica diaria, este método no es recomendable para
ser usado de rutina, y realmente puede ser considerada una técnica de

confirmacién mas que de diagnostico. [23, 94, 99, 103]. Ademas su sensibilidad y
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especificidad no esta clara, ya que se puede afectar por factores agonicos y otros

cambios postmortem [94].

b. Estudios microscopicos

Los cambios precoces del IAM observados mediante microscopia optica, son
en principio inespecificos, de manera que pueden sugerir 0 hacernos sospechar
cambios isquémicos agudos, no siendo diagndésticos en absoluto [22, 64, 89, 102].
Entre ellos destacan el edema intersticial y congestion (presentes 2 horas tras el
inicio de la isquemia), pequefias hemorragias, y bandas de contraccion, que
aungue representan lesién miocardica muy reciente (1-2 horas), y se observan con
mas frecuencia en muertes de origen cardiaco, carecen de especificidad para el
diagnéstico de la misma. Otros hallazgos precoces (1-2 horas) son la

fragmentacion de fibras y su ondulacion, datos también inespecificos.

La infiltracion de PMN, un signo que implica mayor especificidad, aunque no es
diagndstico de 1AM, se puede observar entre 1 y 4 horas tras el inicio de la
isquemia [89, 93, 98, 102, 104].

La necrosis muscular de coagulacion temprana (propia del I1AM) se puede
observar 6-12 horas tras el inicio de los sintomas, alcanzandose la necrosis
completa a las 24-72 horas, siendo ésta el signo inequivoco que permite hacer el
diagnostico de IAM [22, 89, 102, 102, 104]. Entre los 4-7 dias se desintegran las
miofibrillas y se inicia la fagocitosis por los macréfagos; aparecen los primeros
fibroblastos y comienza a verse tejido de granulacion en el borde del infarto,
también se inicia la formacion de neovasos. A las 6-8 semanas el area de infarto
se habra convertido en una firme cicatriz de tejido conectivo. En cualquier caso
para que el IAM pueda ser detectado por la microscopia clasica, ha tenido que
trascurrir un minimo de 6 horas desde que se inicid la isquemia, y esto en
circunstancias favorables [22, 89, 102, 102]. Destacar que estos cambios a los que
hemos hecho referencia se van a ver, habitualmente utilizando una tincion clasica

como puede ser la hematoxilina-eosina.
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3.5.2 Métodos histoquimicos

Estos métodos estan basados en las caracteristicas tincionales de los tejidos,
usando técnicas de inclusion en parafina o de congelacién. La tincidn con
hematoxilina-eosina, es muy usada para la identificacion de los IAM. Con ella,
ademas de que se puedan ver los signos inespecificos comentados con
anterioridad, y la infiltracion por PMN, y antes de que se vea la necrosis, se
aprecia un incremento de la eosinofilia citoplasmica, resultado del incremento de
la unidén de la eosina a las proteinas plasmaticas, considerandose esto un signo
precoz de lesion isquémica [98]. La cuestién fundamental es que este conjunto de
cambios especificos, como ya hemos dicho, no se aprecian hasta que han

trascurrido al menos 5-8 horas tras el inicio de la isquemia [23, 26, 88-90, 90-96].

La tincién con tricrémico de Masson también ha demostrado que puede ser un
método util en la detecciéon del 1AM, y mediante este vemos el tejido necrotico
con citoplasma azul y el miocardio viable con citoplasma rojo, y a menudo, se
observan células de citoplasma purpura que rodean al area necrotica, lo que
corresponde a la frontera isquémica. Sin embargo, los resultados dependen de qué
método se utiliza, y el tiempo que se necesita para detectar estos cambios no es
inferior a las 6-8 horas [89, 91, 92, 104].

Otras opciones como la tincion con hematoxilina fucsina béasica-acido picrico han

demostrado ser Utiles para la deteccién del IAM de forma mas precoz (entre 30
minutos y 4 horas después del inicio de la isquemia) [22, 89, 105], apreciandose la
zona de isquemia de color rojo carmesi brillante, en contraste con la coloraciéon

amarilla del miocardio normal. El problema es que es un método no adecuado
para uso de rutina, y ademas su sensibilidad y especificidad estan todavia en
controversia, porque se puede afectar por factores agdnicos y otros cambios

postmortem [94].

Otra técnica complementaria es el método del naranja de acridina. Las crio-
secciones de miocardio sano tefiidas con naranja de acridina muestran un color
marron dorado fluorescente, que se torna verdoso cuando aumenta el tiempo de
isquemia. Los cortes incluidos en parafina de miocardio sano muestran una

fluorescencia verde oliva, que vira a amarillo con la isquemia[98]. Este método
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podria ser mas sensible y fiable que la hematoxilina eosina, para confirmar el
IAM cuando hay duda o es esta es negativa [23], ahora bien es un test que ha sido
objeto de discusién por su escasa sensibilidad, y que no se usa en la practica
habitual [103].

De este modo, y basandose en métodos morfolégicos (macroscépicos y
microscopicos) en la mayoria de las MSC se puede hacer un diagnostico de
cardiopatia isquémica como causa de la muerte, aunque con diferentes grados de

confianza [18]:

- Evidencia cierta de evento isquémico agudo: Cuando los hallazgos

patoldégicos consistan en IAM y/o trombosis coronaria aguda.

- Evidencia cierta de cardiopatia isquémica: Cuando existe una clara
evidencia infarto de miocardio antiguo (cicatrizado con fibrosis), junto una
estenosis significativa (luz del vaso menor de 1mm de diametro o
estenosis mayor del 70%) en al menos una arteria coronaria principal,
todo esto sin trombo fresco. En estos casos se asume que el mecanismo de

la muerte es una arritmia.

- Evidencia de cardiopatia isquémica: Cuando solamente existe una
estenosis significativa (luz del vaso menor de 1mm de diametro o
estenosis mayor del 70%) en al menos una de las arterias coronarias

principales.
3.5.3 Métodos inmunohistoquimicos

La limitacién en el diagndéstico postmortem del IAM precoz (<6 horas)
mediante técnicas histologicas convencionales, junto con los recientes avances en
el campo de la tecnologia inmunohistoquimica, la implantacion practicamente
universal en los laboratorios de Patologia, asi como la posibilidad de obtener
anticuerpos frente a una amplia variedad de antigenos, ha hecho que estas técnicas
sean empleadas para la deteccion de la isquemia miocardica en fases precoces. La

ventaja fundamental de estos métodos en el diagndstico de la lesidn isquémica
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precoz, es que muchos de los marcadores usados pueden ponerse de manifiesto
incluso minutos después del inicio de la isquemia, pero son técnicas, que no son
faciles de utilizar de rutina, y en ocasiones dificiles de interpretar debido a
artefactos causados por la autolisis [94, 96, 106, 107].

En la actualidad, los marcadores mas utilizados los podemos clasificar en dos
grupos [1, 90, 96]:

a. Proteinas estructurales cardiacas: 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 proteinas como marcadores precoces
para el diagnostico postmortem de la isquemia miocardica en casos de

MSC. Entre estas proteinas cabe mencionar:

- Desmina: Se observa una disminucién o pérdida de esta proteina en las
areas de isquemia establecida, aunque en casos de MSC muy precoz no
muestra resultados significativos, siendo en cualquier caso mas sensible
ante la presencia de trombosis coronaria [90]. Otros autores sostienen que
esta proteina comienza a disminuir a los 30 minutos del inicio de la
isquemia, desapareciendo completamente a los 90-120 minutos [104].

- Mioglobina: En las zonas isquémicas se produce una pérdida de
mioglobina [96] en casos de MSC precoz; también se muestra mas
sensible en casos que presentan trombosis coronaria [90].

- Actina: Se produce una pérdida de inmunorecatividad en las zonas de
isquemia, pudiendo observarse incluso tras periodos de isquemia cortos de
entorno a 1 hora [90].

- Troponina | cardiaca (cTnl): En areas de infarto establecido hay una clara
disminucién de la inmunoreactividad a esta proteina [64, 95, 108]. En
zonas con sospecha de lesion isquémica precoz se puede observar una
ligera deplecion localizada [94].

- Troponina T cardiaca (cTnl): En casos de IAM se observa una deplecion
de esta proteina en las areas lesionadas [95]; en casos de MSC precoz la

lesion isquémica se puede demostrar en algunas ocasiones [109]. Sin
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embargo otros autores sostienen que esta proteina es de menor utilidad y
sensibilidad, observandose una deplecion de esta en zonas de miocardio
normal [93, 96].

Troponina C: En areas de infarto establecido hay una clara disminucion de
la inmunoreactividad a esta proteina [96].

Cretatincinasa fraccion MB (CK-MB): Se puede demostrar la pérdida
difusa de esta proteina en determinadas zonas, que sugiere un dafo
miocardico precoz [94, 109].

Proteina fijadora de acidos grasos cardiaca (FABP): En areas de infarto
establecido hay una disminucion de la inmunoreactividad a esta proteina
[96].

. Mediadores de la inflamacion y angiogénesis: El papel de diferentes
moléculas en la inflamacién y en la patogénesis y evolucion IAM ha
suscitado en los ultimos afios un creciente interés terapéutico; habiéndose
demostrado alteraciones de ciertos componentes en casos de infarto de
miocardio reciente. Entre las moléculas que se han estudiado mediante

técnicas inmunohistoquimicas destacan:

Factores del complemento: El tejido cardiaco dafiado activa el sistema del
complemento, siendo este el que causa la infiltracidn de neutrdéfilos. Se ha
observado que el C5b-9, el llamado complejo de ataque a membrana
(MAC), presenta tinciones intensamente positivas en areas de infarto. En
casos de MSC, para que aparezca positividad y la lesion sea evidenciable,
el tiempo de isquemia debe ser superior a 30-40 minutos [26, 90, 96, 110],
aungue otros autores establecen que el tiempo minimo de isquemia debe
ser de 2-4 horas [64].En casos MSC con corto periodo de supervivencia se
puede detectar una acumulacién limitada a unas pocas fibras,
correspondientes a zonas de isquemia [94]. En cualquier caso esta
molécula se muestra util para detectar la lesion isquémica precoz (<6
horas). Otro factor del complemento, el C4d, también ha demostrado ser
atil en el diagndstico del IAM precoz [93].

Fibronectina: Solo ha demostrado poder en la discriminacion de la lesion

isquémica en casos con un largo periodo de supervivencia tras la oclusion
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coronaria [94], aunque otros autores sostienen que se puede observar de
forma precoz tras la isquemia [96].

- Fibrindgeno: En é&reas de infarto establecido hay un aumento de la
inmunoreactividad a esta proteina [96].

- Inductor extracelular de metaloproteasas de matriz (EMMPRIN) vy
metaloproteasas de matriz (MMPs): Se observa un aumento en la
expresion en tejido miocérdico de MMP-2 y MMP-9 después del IAM, en
areas de lesion isquémica [111].

- Factor inducido por hipoxia 1¢HIF-10) y factor de crecimiento del
endoklio vascular (VEGF) y eritropoyetina (EPO): EL HIF-Bs un
factor de trascripcion del VEGF, el cual se expresa en situacion de
hipoxia. In vivo, en biopsias de ventriculo izquierdo tomadas durante
cirugia coronaria, se ha demostrado que el HIFWlmenta en zonas de
isquemia y en areas de IAM reciente y en evolucion, y el VEGF aumenta
su expresion en situaciones de isquemia aguda y de IAM en evolucion
[112]. En muestras forenses, el HIF-8& VEGF y la EPO son detectables
inmunohistoquimicamente en la fase mas precoz del IAM,
aproximadamente 2 horas después del inicio de la isquemia, aunque
algunos autores sostienen que pueden ser detectados con un periodo de
supervivencia de 30 minutos; sin embargo en casos de MSC muy rapidas,
en las que no hay evidencia de lesion morfologica pueden ser o0 no
observado [94, 107]. Esto puede estar en relacién con que en estos casos la
causa de la muerte sea una arritmia fatal, con lo que no existe isquemia
localizada.

- Proteina S100A1: Esta en una molécula que regula el ciclo del calcio en el
miocardiocito, la cual se ha demostrado estar disminuida o totalmente
depleccionada en zonas de isquemia y en areas de infarto, y esto puede ser
detectado de forma precoz, 30 minutos después del inicio de la isquemia
[91].

- Factor de crecimiento transformarfte (TGH1): se ha demostrado estar

aumentado en IAM e infartos de miocardio recurrentes [113].

Otras proteinas estudiadas han sido la vinculina, laminina, ceruloplasmina, la

proteina C-reactiva, la alfa-1-antitripsina, la albumina, la caspasa 3 (apoptosis), la
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expresion de cicloxigenasa 1y 2, el factor de crecimiento fibroblastico beta (FGF-
b) [109, 114].

Por tanto en el diagnéstico de la lesion isquémica precoz en la MSC se han
empleado, y se siguen empleando multiples marcadores, muchas veces con
resultados contradictorios como hemos podido ver, lo que indica que no existe
ninguno que tenga una alta sensibilidad y especificidad. Ahora bien estas técnicas
pueden ser usadas para confirmar casos de MSC con sospecha de IAM, en los que
las técnicas clasicas no han podido poner de manifiesto macroscépicamente o
microscépicamente la lesion isquémica. Pero el uso de un solo marcador no nos
va a aportar informacion suficiente para poder hacer el diagnéstico postmortem de
la lesion isquémica precoz, por ello lo razonable y lo recomendado es el uso de
varios marcadores, que pudieran aportar suficiente evidencia de

isquemia/necrosis miocardica, y de manera precoz [90, 91, 94, 104-106].

3.5.4 Métodos bioquimicos

Los estudios bioquimicos postmortem se han convertido en una parte esencial
de la patologia forense y tanatoquimia, contribuyendo a la determinacion de la
causa de la muerte, como una prueba complementaria mas, y sobre todo cuando
los cambios fisiopatoldgicos implicados en el proceso de la muerte no pueden ser

detectados por métodos morfolégicos [78, 115, 116].

En el 1AM, el miocardio dafiado libera una serie de proteinas, debido a que las
membranas de los miocardiocitos se hacen mas permeables por la isquemia y la
necrosis, permitiendo la salida de componentes intracelulares, que difunden
primero al espacio intercelular y finalmente a los vasos sanguineos. Estos
marcadores suponen una ayuda inestimable en la resolucién de los problemas
diagndsticos en los casos de muerte subita cardiaca con un escaso periodo de
supervivencia tras el inicio de los sintomas (<6 horas), donde los cambios macro y
microscOpicos son inexistentes, y sin embargo, si podemos poner en evidencia
cambios a nivel bioquimico, de ahi el gran interés de este tipo de marcadores. Los
problemas que plantean las técnicas bioquimicas en el cadaver son los siguientes,
[114]:
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- Establecer los rangos de normalidad de los diferentes parametros a
evaluar. Debido a los procesos que se instauran inicialmente en la fase
agonica y después en la autdlisis y putrefaccion, muchos compuestos
sufren importantes transformaciones bioquimicas, cualitativas y
cuantitativas.

- Seleccion del lugar de la toma.

- Artefactos consecutivos a la autopsia y recogida de la muestra.

- En cualquier fluido organico situado en un compartimiento estanco su
composicion bioguimica va a depender tanto de la patologia previa como

de las alteraciones derivadas de la causa inmediata de la muerte.

Para el diagnostico postmortem de la lesién isquémica precoz y del IAM, los
fluidos de eleccion para las determinaciones son el liquido pericardico y el suero
femoral, siendo particularmente interesante en los casos de MSC isquémica el
liguido pericardico, sobre todo por su vecindad con el miocardio, y ademas
porque [114, 117]:

- Su produccion es un fenémeno vital.

- Estd localizado en un espacio confinado (saco pericardico) que
imposibilita su contaminacion desde tejidos adyacentes.

- Carece de elementos formes, por lo que esta libre de las interferencias
debidas a la hemoalisis.

- La irrigacion del pericardio es comun a la del corazén por lo que las
alteraciones miocardicas se reflejan en el liquido pericardico, con mucha
mayor rapidez que en la sangre periférica, siendo los niveles de marcador

mas elevados en el liquido pericardico.

El estudio de marcadores bioquimicos en liquido pericardico es de gran utilidad
para el diagnostico de la lesion isquémica precoz, por todo lo anteriormente
mencionado y sobre todo porque las alteraciones del tejido miocardico pueden
repercutir inmediatamente en los componentes de este fluido [95, 117],
elevandose en este fluido, de manera mas precoz que en suero, los marcadores

cardiacos de necrosis [95, 118].
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En relacion a la sangre debemos tener en cuenta que, postmortem, se producen
una serie de cambios fisioldgicos, bioquimicos y hematoldgicos, como son la
autolisis, la hemolisis y la influencia del espacio extracelular, y por ello existen
importantes diferencias entre la sangrevivo y la sangre postmortem, la cual
realmente se convierte en un sero-plasma, fundamentalmente por la hemolisis.
Ademas la sangre la podemos tomar de distintos puntos, aunque lo mas habitual
es que se tome sangre femoral antes del inicio del examen interno para asi evitar
contaminacion. También la sangre de cavidades cardiacas sera de gran utilidad
por estar en contacto con el miocardio. Esto es importante porque segun el lugar

de la toma podremos encontrar distintos niveles de marcadores [119, 120].

Los marcadores bioquimicos de mayor utilidad forense en el diagnostico de lesion
miocardica precoz son los que se asocian a necrosis del miocardiocito, y éstos son
los mismos que se emplean para el diagnostico clinico del 1AM, es decir, la
mioglobina, la CK-MB, y las troponinas | y T, encontrandose postmortem en
niveles mucho mas elevados que in vivo [15, 98, 114, 118, 119, 121-127].

La mioglobina es un marcador de sufrimiento celular, que también se liberan en
otras situaciones de necrosis celular, y tiene como principal campo de aplicacion
su valor predictivo negativo, es decir su capacidad de excluir una afectacion del
tejido cardiaco [95, 128, 129]. De este modo los marcadores bioquimicos mas
empleados, y con resultados favorables, estudiados postmortem en sangre
periférica y liquido pericardico para el diagndstico de la lesion miocérdica precoz
han sido la miosina, la CK-MB (menos especifica, puede elevarse por dafio del
musculo esquelético, y ademas aumenta con el intervalo postmortem) [95, 116,
119, 128-131], y fundamentalmente las troponina | y T cardiacas por ser los mas
especificas [95, 116, 118, 119, 124, 125, 131-134].

En patologia forense las troponinas | y T han sido ya ampliamente investigadas
como marcadores diagnosticos postmortem de IAM precoz, mediante el empleo
de ensayos convencionales [95, 116, 118, 119, 125, 131-134], y se han
encontrado altos niveles de troponinas en suero y liquido pericardico en casos de
MSC por IAM o casos de MSC de origen isquémico, con una alta especificidad

diagnostica (96%), mostrando incluso una elevacion en relacion a la severidad del
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dafio miocardico [26, 95, 106, 116, 118, 121, 127, 128, 131-133, 135]. La
paticularidad de estos marcadores es que en multiples estudios se han obtenido
valores similares en otras causas de muerte como la hipertermia, el abuso de
metanfetaminas, la intoxicacion por monéxido de carbono, la electrocucion,
intoxicacion por drogas psicotropicas, el embolismo pulmonar o la enfermedad
cerebrovascular, ademas de la sepsis generalizada, las enfermedades terminales y
como no los traumatismos toracicos [121, 128, 130, 132, 133], obteniéndose en
ocasiones resultados controvertidos sobre todo en sangre [78, 119, 120, 136, 137].
La gran cantidad de causas que pueden elevar las cifras de troponina obliga al
patologo a determinar si el dafio miocardico es consecuencia de una isquemia
aguda, y por tanto conduce al diagndstico de 1AM, o bien es consecuencia de otra
causa, ya que la elevacion de troponina informa de necrosis miocardica pero no

del mecanismo que la ha producido.

En la MSC de origen isquémico, se ha demostrado que la elevacién de las
troponinas en sangre y liquido pericardico depende de la severidad del dafio
miocardico, incluido el tamafio y la intensidad del mismo [133]. Ademas el

intervalo postmortem (IPM) también debe ser tenido en consideracion en la
integracion e interpretacion de los resultados de los estudios bioquimicos [95,
116, 130, 133], aunque algunos autores no han encontrado relacion con el IPM
[118, 128, 131]. Considerar ademas que también se ha constatado que las
elevaciones de troponina se producen de manera mas precoz en liquido

pericardico que en suero [95, 118].

Estos marcadores bioquimicos pueden ser de gran utilidad para el diagndstico de
la lesion isquémica precoz, y en especial en casos de MSC isquémicas inmediatas
cuyo origen es una arritmia, en las cuales fundamentalmente en liquido
pericardico se puede producir una elevacion de estos marcadores. Considerar que
combinar el andlisis de varios fluidos y sangre tomada de diferentes puntos, puede
aportar una informacion mas util de cara el esclarecimiento de la causa de la
muerte [130],

Ahora bien estos marcadores bioquimicos deben ser también valorados en

conjunto a otras técnicas como son las histoquimicas e inmunohistoquimicas, y
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siempre se deben de tener en cuenta las interferencias postmortem que estos
marcadores pueden sufrir, y las diferentes causas de muerte que los pueden
modificar [116, 118, 121, 133].

Seria de un gran interés, en el campo de la medicina forense, el analisis
postmortem de troponinas en suero y liquido pericardico basado en los nuevos
métodos de deteccién de alta sensibilidad que se han desarrollado recientemente
para estas proteinas, y que son los que se usan en la practica clinica habitual para
el diagndstico del IAM. La principal ventaja de estos test es poder hacer un
diagndstico mas precoz de esta patologia en el vivo, no teniendo que esperar las 4-
6 horas que tarda en ser detectada la troponina en sangre por los métodos
convencionales, desde que se inician los sintomas. De este modo estos nuevos
meétodos permiten detectar la elevacion de la troponina en sangre en estadios
mucho mas precoces Yy por tanto, también nos ofrecen la posibilidad de hacer una
identificacibn mucho mas rapida de los pacientes que sufren un IAM, con la gran
trascendencia clinica que esto tiene. El estudio de estos marcadores,
fundamentalmente la cTnT mediante técnicas ultrasensibles enfocado al
diagndstico de la lesion isquémica precoz es algo que aun no se estudiado en el
campo forense [68-70, 72, 75, 79, 81, 82].

Clasicamente también han sido estudiados parametros bioquimicos directamente
en tejido cardiaco para el diagnéstico postmortem del IAM. La inversion del
cociente K/Na" en el tejido cardiaco ha sido clasicamente la mas usada para el
diagndstico del 1AM, permitiendo su confirmacion de manera muy precoz (2
horas después del inicio de los sintomas), y no afectandose por la autolisis ni por
la putrefaccion en los primeros dias tras la muerte [22, 23, 114]. Esta se basa en la
salida de potasio intracelular por la membrana de la célula inactiva lesionada por
la isquemia y la entrada de sodio en la célula, pero como el retorno venoso se
mantiene, el potasio se lava del area infartada, con lo que la concentracion de
sodio en el tejido aumenta mas, produciéndose la inversion del cociente (valores
normales del cociente®Na" 1.1 a 1.4; <0.7 diagnostico de IAM). Este método
puele ser fiable en la deteccion del 1AM, ahora bien no es usado de rutina [23,
103].
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También en tejido cardiaco, ademas de en liquido pericardico, se han valorado
indicadores de perioxidacion lipidica, como el malondialdehido (MDA), y
enzimas antioxidantes como la glutation perixidasa (GSH-Px), y la superoxido
dismutasa (SOD), como marcadores de hipoxia, mostrandose de utilidad como
marcadores bioquimicos de hipoxia y de dafio miocardico [88, 138], sin que hayan
mostrado una sensibilidad y especificidad tan alta como para ser usados de rutina
en el diagnostico de la lesion isquémica precoz. Otros parametros que también ha
sido objeto de estudio con esta finalidad diagndéstica son la carnitina libre y los
acidos grasos libres [139], y el HDL colesterol, la APO B-100 y la APO B-1 en
liquido pericardico, como factores asociados a la enfermedad arteriosclerética y al
mecanismo de muerte en relacion al IAM [102, 140]. También se ha estudiado el
péptido natriurético como marcador asociado a muerte por fallo cardiaco [141-
143].

Hasta el momento podemos afirmar que no existe el método ideal para el
diagndstico de la lesion isquémica precoz. En los casos de MSC que se sospeche
de un IAM de corta evolucion, lo recomendable sera el empleo combinado de
técnicas convencionales, junto con inmunohistoquimicas y bioquimicas,
correlacionando siempre los resultados con los datos de autopsia, datos clinicos y
el resto de informacion y examenes de que se disponga. En la mayoria de casos
ningun estudio por si solo nos podra ofrecer una informacion definitiva, para el
diagnostico de la lesion isquémica precoz, el objetivo final debe ser obtener
suficiente informacién, de cualquier naturaleza, interpretarla y asi reconstruir los

hechos.

3.5.5 Métodos moleculares

En la actualidad podemos incluir un quinto grupo de métodos dirigidos
también al diagndstico de la lesion isquémica precoz en casos de MSC, basados
en la determinacion de la expresion génica de moléculas relacionadas con la
fisiopatologia de la isquemia/necrosis miocardica. Este tipo de marcadores son un
nuevo campo de gran interés para el diagndstico de sufrimiento isquémico

miocardico, pudiendo ser utiles incluso antes de que puedan ser detectados los
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cambios estructurales y bioguimicos previamente resefiados, aunque se encuentra

en pleno proceso de desarrollo y valoracion.

a. Expresion génica través de ARN mensajero

El ARN mensajero (ARNm) es una molécula intermediaria en la sintesis de
proteinas, y su estudio nos ofrece una visién de los patrones de expresion génica
de un determinado tejido en un determinado momento. De este modo si
comparamos patrones fisiologicos de expresion de una determina molécula de
interés en tejidos sanos y patolégicos, podremos tener una aproximacion mas de
cual es la causa de la muerte en un sujeto, dado que los cambios en el ARNm
ocurren de acuerdo a las necesidades fisiologicas de la célula [144, 145]. Aunque
el uso de la expresion génica es algo que ya esta bien establecido en la medicina
molecular moderna, su estudio y aplicacién en la patologia forense esta todavia en
fase inicial, con un interés creciente en las posibilidades de esta area de
investigacion [146-154]

El ARNm es una molécula de gran labilidad, mas que otros tipos de ARN [155],
gue puede verse dafiada por factores intrinsecos, como la degradacién enzimética
por ARNasas, o por factores externos como la luz, la humedad o las altas
temperaturas [145, 155]. Ademas factores postmortem como es el IPM, la causa
de la muerte, o las condiciones de mantenimiento del cadaver pueden alterar su
integridad [149, 150, 154], aunque especificamente se ha demostrado que se
pueden obtener ARNm de muy buena calidad e integridad en muestras
procedentes de cadaveres con datas muy largas, de incluso hasta afios [155].
Situaciones de coma terminal e hipoxia [144], medicacion, fiebre, deshidratacion,
drogas, el abuso de alcohol, y varios tipos de estrés [151, 152], también se han
asociado a una baja integridad del ARN. Sin embargo diversos estudios han
demostrado ques tejidos postmortem se puede obtener un ARNm de achlid
suficientemente alta que permita andlisis de expresion génica, esto incluso varios
dias después del la muerte del individuo [149, 154, 156]. Cuando se realiza una
cuantificacion de expresion génica en muestras humanas, y mas aun cuando son
postmortem, se deben tener numerosas precauciones. En primer lugar, es esencial

prevenir la degradacion del ARNm, a través de una adecuada recogida,
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almacenaje, manipulacion y procesamiento de las muestras, evitando la presencia
de cuerpos extrafios que puedan afectar a la integridad del ARNm. Las muestras
siempre deben ser tomadas en el cadaver de lugares andlogos, y en ausencia de
signos macroscopicos de putrefaccion. El almacenaje, previo al andlisis, debe
realizarse a la temperatura minima de -70°C. Con posterioridad, la extraccion del
ARNmMm, la retrotranscripcion a ADN y la PCR cuantitativa, requieren mantener
las superficies de trabajo libres de ARNasas, y emplear s6lo materiales preparados
para analisis de ARN [157, 158]. En este sentido es fundamental tener un espacio
de trabajo dedicado exclusivamente a la manipulaciéon del ARNm, incluyendo un
set de pipetas, portatubos, tubos, puntas de pipetas, etc., exclusivas para el trabajo
con este tipo de muestras. El tener estas precauciones contribuird en gran medida

a mantener un ambiente de trabajo libre de ARNasas [159].

Pero a pesar de todo esto debemos considerar que el alcance de la supervivencia
postmortem del ARNm es mucho mayor de lo que se cabria esperar, existiendo
pruebas robustas en este sentido [155] y observandose que para que el ARNm que
se conserve, es necesario que haya algun tipo de barrera o estructura
macromolecular entre el ambiente y los acidos nucleicos. EI ARN puede
proporcionar informacion valiosa inalcanzable a través del andlisis de ADN.
Como tal, la supervivencia a largo plazo de ARN justifica una mayor exploracion

y caracterizacion en futuros estudios[155] .

Antes de llevar a cabo cualquier estudio de expresion, es fundamental realizar un
analisis fotométrico de la cantidad, pureza e integridad del ARNm. La
determinacion espectrofotométrica de la concentracion de ARNm puede llevarse a
cabo midiendo la absorbancia a 260 nm, mientras que la ratio de las absorbancias
a 260 nm y 280 nm nos da una estimacion de la pureza, debiendo obtener un
valor entre 1.9 y 2.1 para afirmar que no existe contaminacién [157, 160, 161].

En lo que se refiere a la integridad, cuando analizamos muestras postmortem se ha
de ser muy cuidadoso en la interpretacién cuantitativa de la expresion génica,
dado que un ARNm de baja calidad (baja integridad) puede llevar a resultados
erroneos [150, 157-159, 162]. Por ello la determinacion de la integridad del

ARNmM es un paso crucial para poder hacer un analisis de expresién génica
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efectivo. Para ello lo recomendado es el calculo del valor dg(RWA Integrity
Number) de la muestra objeto de estudio, y el método de eleccién para tal
estimacion se basa en una electroforesis capilar que se hace sobre un chip, estando
recomendado el uso de muestras de ARNm con el mayor valor de RIN posible
[150, 158, 159, 163-166]. El rango de valores del RIN oscila entre 1 y 10,
significando 1 que la muestra tiene un ARNm totalmente degradado y 10 que esta
completamente integro. El minimo valor que podemos considerar para hablar de
un ARNm no dafiado, y por tanto susceptible de amplificacion, esta entre 3.95 y 5,
segun los autores [157, 163, 167]. De este modo, aunque la degradacion
postmortem del ARNm es un proceso complejo, la verificacion de la integridad
del ARNm requiere un estudio sistemético, antes de cualquier amplificacion

génica.

En este punto debemos considerar que algunos autores han establecido que el
género y la edad en el momento de la muerte, pueden interferir tanto en la
cantidad de ARNmM que obtengamos en una muestra (rendimiento de la
extraccion), y en la estabilidad e integridad del ARNm extraido (RIN), y por
tanto, estos factores, pueden condicionar los resultados que obtengamos tras la

amplificacion de estas moléculas con PCR cuantitativa [145, 149, 150, 152, 168].

La reaccion en cadena de la polimerasa en tiempo real con retrotranscripcion (RT-
gPCR) es el método de eleccion para la cuantificacién del ARNm [169]. La PCR

a tiempo real o PCR cuantitativa (QPCR) es una variacion de la PCR estandar que
se utiliza para la cuantificacion del ARNm de una muestra. Empleando primers
especificos de secuencia, es posible determinar el nimero de copias o la cantidad
relativa de una determinada secuencia de ARNm que codifica una determinada
proteina. Cuando la PCR a tiempo real se combina con una reaccién de
retrotranscripcion o RT, es decir obtenemos ADN copia (ADNc) desde una
molécula de ARNm, hablamos de RT-pPCR. Una vez obtenido el ADNc se
realizara la amplificacion usando gPCR, y por ultimo se llevard a cabo la

deteccion y cuantificacion de los productos de la amplificacién en tiempo real.

La cantidad de ARNmM de una muestra puede determinarse mediante

cuantificacion relativa. Esta cuantificacion se llama relativa ya que se compara
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entre distintas muestras la cantidad relativa o relacion del ARNm de un gen
especifico respecto a la cantidad de ARNm de un gen control o gen enddgeno.
Para la cuantificacion se mide en cada ciclo de amplificacion de la gPCR la
cantidad de amplicdn producido. Esta cuantificacion se hace mediante la adicion
de fluoruros que se unen al amplicon de forma cuantitativa, de manera que a
mayor cantidad de producto mas fluorescencia se emitird. Los sistemas de PCR a
tiempo real detectan la cantidad de fluorescencia producida en cada ciclo de PCR
y los softwares de analisis representan dicha fluorescencia graficamente respecto
al nimero de ciclos. La cantidad de amplicon producido es proporcional al
namero de moléculas de ARNm iniciales, de manera que en aquellas muestras con
mayor expresion del gen, el amplicén fluorescente aparecera en ciclos anteriores.
Se pueden usar distintos tipos de fluorocromos, siendo el método mas utilizado,
por su menor coste, el SYBR Green, donde los fluorocromos se unen al ADN de
doble cadena y producen fluorescencia. Este método implica un disefio muy
cuidadoso de los primers con el fin de evitar dimeros de primer y evitar la
amplificacion de ADN gendmico concomitante en la muestra de ADNc. Otra
alternativa mas cara, pero recomendada cuando hay problemas de especificidad,
es el uso de sondas especificas fluorescentes, como son las sondas TagMan, que
permiten la cuantificacion especifica del ADNc de interés, incluso en la presencia
de amplificacién inespecifica, como pueden ser dimeros de primer y ADN

genomico.

En las graficas de amplificacion, de forma habitual, el eje vertical representa la
cantidad de fluorescencia normalizada y el eje horizontal el nimero de ciclos. En
esta grafica, la linea de basbasic linese refiere a los ciclos iniciales en los que

no hay cambios detectables en la cantidad de fluorescencia y solo es detectada la
fluorescencia basal. Hihreshold es el umbral en el que se produce el cambio
significativo de la fluorescencia, el punto de corte entterekhold y la curva de
amplificacion determina el Ct o ciclo umbral que es el que se usa para hacer la

cuantificacion.

Para la cuantificacién el método mas usado es elAlét, en el que se comparan
en cada muestra directamente las Cts del gen problema y el gen de referencia o

gen control, esto es elCt, y luego se comparan losCt de las muestras
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experimentales con respecto a una muestra control. Existe una variante del
método delAACT, que serfa el*2“, que es similar con la Unica particularidad de

gue esta corregido por las eficiencias de los diferentes primers [170], lo que da
una mayor precision a la cuantificacion. Considerar que para que los resultados
sean reproducibles la gPCR tiene que tener una eficiencia del 100% (esto es que
exista un duplicacion de producto en cada ciclo). La eficiencia se ha de calcular
para cada gen con el que se vaya a trabajar, y este calculo se hace a través de la
pendiente de una curva patrén, de manera que la eficiencia es igudl a [10
Upendien't_1 En realidad las eficiencias no son del 100% pero no deben bajar del
90%

La determinacion del ARNm usando gPCR, es usada comunmente para los
analisis cuantitativos de expresion génica. Pero antes de cualquier estudio de
expresion, es necesaria una estrategia de normalizacion, para que asi podamos
validar la estabilidad de los genes que tenemos como candidatos para ser usados
como genes enddgenos o genes control [147, 148, 171-173]. El gen control idéneo
debe ser facil de detectar y debe tener un nivel de expresidn constante entre
diferentes tejidos de un mismo organismo cuando lo exponemos al mismo
protocolo experimental que los genes objeto de estudio [147, 172, 173]. Para
realizar una adecuada normalizacién de los resultados la literatura actual propone
varios genes control especificos, sin embargo es conocido que la expresion de
ciertos genes endogenos varia de acuerdo con situaciones patolégicas o
condiciones experimentales; también segun el tipo de tejido [159, 171]. En
muestras postmortem, y especificamente en tejido cardiaco, diferentes genes
control son considerados como genes de referencia estables, entre ellos destacan
la gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH), la beta actina (ACTB), la
proteina de union TATA box (TBP) y la Ciclofilina A (CYCA), entre otros como

el ARN ribosémico o la beta 2 microglobulina [147, 148, 159, 164, 171, 173].

b. Diagnéstico de la lesion isquémica miocardica precoz a traves

de la expresién génica

En la actualidad la realizacion de estudios de expresion génica en tejido

cardiaco, estudiando diferentes areas del miocardio, y en fluidos biolégicos, es
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cada vez mas necesaria para entender los mecanismos que subyacen a la isquemia
miocardica y a su posterior proceso de reparacion. El conocimiento de la
fisiopatologia molecular de la isquemia miocérdica y del IAM nos permite saber

la expresion de qué moléculas se modifica como respuesta a estas situaciones
patolégicas. De este modo podriamos emplear estas proteinas como marcadores
diagndsticos de lesion isquémica precoz. Este tipo de marcadores son de gran
interés en el sentido de permitir el diagndstico de sufrimiento miocardico, incluso
antes de que se produzcan los cambios morfolégicos y bioquimicos previamente
reseflados, con lo que ante una muerte subita que acontece de forma muy rapida
(<6 horas del inicio de los sintomas), sin dar lugar a que se produzcan cambios
estructurales y bioguimicos, el primer elemento de respuesta a la agresion que
supone la isquemia es la respuesta a nivel molecular, basada en la modificacion en
la expresion génica de determinadas moléculas que podemos detectar incluso en el
caso de una muerte inmediata por fibrilacion ventricular. El estudio del ARNm
pude ser til incluso para hacer una evaluacion cuantitativa de la localizacion y la

severidad de un dafio isquémico miocéardico [107].

En este sentido podemos ya encontrar en la literatura cientifica una serie de
estudios, que fundamentalmente han analizado la expresion de moléculas de

inflamacién y angiogénesis en relacion a casos de MSC e IAM.

Entre los factores implicados en la angiogénesis y la hipoxia, se ha estudiado el
VEGF y sus receptores en muestras de auricula obtenidas durante cirugia
coronaria [174], encontrandose que la expresion de VEGF y su receptor 1 (VEGF-
R1) era mayor en casos de isquemia miocardica aguda. No se encontré sin
embargo aumento en la expresion de factor de crecimiento fibroblastico. También
se ha estudiado el HIFely el VEGF en muestras de ventriculo obtenidas de vi
demostrandose que su expresion esta elevada en casos de IAM recientes (<24
horas de evolucién) [112]. En casos forenses se ha estudiado la expresion de HIF-
la, VEGF y EPO en muestras de tejido de ventriculo &doi procedentes de
autopsias, moléculas cuya estabilidad postmortem ha sido demostrada [175]. Para
estas tres moléculas se ha encontrado una elevacién significativa de los niveles de
ARNmM en casos de IAM, localizada en determinadas zonas, y ademas se ha

encontrado que la expresion esta asociada a la severidad del dafio miocardico. En
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los casos en los que el miocardio mostraba cambios isquémicos precoces sin
necrosis, los niveles de ARNm estaban levemente aumentados, al igual que en
casos de infartos ya evolucionados. La expresion de estas moléculas no guard6
relacion con el IPM (salvo la EPO), ni con el sexo ni la edad [107]. La expresion
de estas tres moléculas ha sido también estudiada en muestras de rifion
procedentes de autopsias en relacion a la causa de la muerte [176], demostrando
gue su estudio es potencialmente util para la investigacion de la fisiopatologia de
la muerte, siendo el VEGF especialmente til en casos de fallo circulatorio agudo,
estando mas expresado en casos de IAM, pero también en muertes por aspiracion,

no encontrandose correlacion con el IPM.

Entre los factores implicados en la inflamacion destacar que se ha estudiado,
desde un punto de vista clinico, la expresion de dos moléculas, eBIIr el
TNF-0, en muestras de sangre de pacientes con IAM. Las®prde TNFe se

eleva de forma significativa en sangre de pacientes con IAM [177-179], mientras
que la expresion de TGRE: y de sus receptores disminuye en estos pacientes
[179, 180].

Estos datos demuestran que, aungque sea un campo todavia escasamente estudiado
dentro del ambito forense, la biologia molecular puede ser un método mas para el
diagnéstico de la lesion miocardica isquémica precoz y del IAM , y que incluso
puede permitir localizar el lugar de la lesion, valorar la fase en la que se encuentra

y la severidad del dafio isquémico. Para todo esto son necesarios un mayor
namero de estudios en el ambito forense y la valoracibn de mas marcadores

genéticos asociados con la isquemia/necrosis miocardica.

71






II. HIPOTESIS Y OBJETIVOS






Il. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

El diagnostico preciso de la muerte subita cardiaca de origen isquémico sigue
siendo un tema de interés forense, porque pese a que en los ultimos 30 afos, se ha
producido un gran avance en ese campo, todavia se producen autopsias blancas, y
ello es asi por la dificultad existente en evidenciar postmortem la presencia de
signos histoldgicos o bioquimicos inequivoces, el tejido miocardico o en
fluidos biolégicos (liquido pericardico o sangre) indicativos de dicho sufrimiento.

La dificultad puede ser incluso mayor si el tiempo de sobrevivencia es breve, no
pudiéndose poner de manifiesto, de forma evidente, los cambios patoldgicos
consecutivos a la isquemia miocardica. Tampoco se puede olvidar que los signos
de isquemia cardiaca deben estar en relacién con la duracién e intensidad de la
oclusion coronaria o de la supresion del aporte de oxigeno al miocardio, si éste
ocurre por cualquier otro mecanismo fisiopatolégico. Por todos estos motivos, en
las dltimas décadas, tras investigaciones realizadas en el seno de la patologia
forense, se han propuesto métodos complementarios a la autopsia forense cardiaca
gue persiguen la deteccién mas precoz y precisa de los cambios consecutivos a la
isquemia miocardica. Este es el primer trabajo de investigacion, en patologia
forense, que usando técnicas de patologia molecular, estudia y valora el
comportamiento de algunos marcadores moleculares expresion de sufrimiento
isquémico, inflamacion y revascularizacibn en muertes cardiacas de origen
isquémico y otras causas en las que la isquemia miocérdica no es la causa

primaria de muerte.

Del mismo modo, que hace 40 afos, el Departamento de Medicina Legal de

Granada, introdujo las pruebas bioguimicas en el diagnostico de las causa de
muerte, siguiendo las pautas marcadas por la clinica, hoy se pretende seguir la
misma estela. El diagndstico molecular, es hoy el procedimiento de eleccién en la
clinica, para el diagnostico de la mayoria de los procesos patologico y se ha
introducido también en la cardiologia como un procedimiento que ofrece

excelentes resultados. Pero como ocurriera con los marcadores bioquimicos, antes
de su uso en el diagnostico médico legal postmortem es necesario comprobar cual
es el comportamiento de estos parametros en el cadaver, su estabilidad
postmortem, su distribucion, la correlacidn tejido-sangre-liquido pericardico. Sin

un conocimiento exhaustivo de este comportamiento la biologia molecular no
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puede entrar a formar parte de los elementos diagndéstico. Con la finalidad de
contribuir a este conocimiento y por ende a la mejora del conocimiento sobre a

una mejor comprensién de la patologia isquémica miocéardica, y asi poder

aportando nuevos métodos que permitan el diagndéstico postmortem de la muerte
subita cardiaca de origen isquémico, acortando ese periodo de incertidumbre,
hemos realizado el presente trabajo de investigacion que parte de la hipétesis
siguiente : El ARN mensajero (ARNm) es una molécula intermediaria en la

sintesis de proteinas, y su estudio nos ofrece una vision de los patrones de
expresion génica de un determinado tejido en un determinado momento. De este
modo si comparamos patrones fisiologicos de expresion de una determina
molécula de interés en tejidos sanos y patoldgicos, podremos tener una
aproximaciéon mas de cual es la causa de la muerte en un sujeto, dado que los
cambios en el ARNm ocurren de acuerdo a las necesidades fisiologicas de la

célula La primeras alteraciones que se produzcan seran por tanto en esta molécula

El trabajo persigue los siguientes objetivas

- Aportar nuevos métodos diagnosticos moleculares, mediante la medida de la
expresion de ARNm de proteinas estructurales del miocardio (troponina I, cadena
ligera de la miosina), y moléculas de inflamacion (factor de crecimiento
transformante beta 1, y metaloproteinasa de matriz 9), y angiogénesis (factor de
crecimiento del endotelio vascular) relacionadas directamente con las respuesta a
la isquemia miocardica para el diagnostico postmortem de la muerte subita

cardiaca de origen isquémico.

- Establecer cuales son los mejores marcadores de lesion isquémica precoz, su

relacion con la extensién, intensidad y localizacion de la necrosis miocéardica.
- Determinar las diferencias en los niveles de expresion de los marcadores

moleculares segun el lugar de donde se obtenga la muestra (sangre periférica,

liquido pericardico o tejido cardiaco).
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- Valorar la cinética de liberacién de los marcadores dependiendo de la extension

y duracién de la isquemia.
- Estudiar los cambios de los marcadores moleculares en relacion a la data y las

posibles limitaciones que podrian suponer para su uso practico como método

diagndstico en casos forense.
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1. Muestras

Las muestras empleadas para el presente estudio se tomaron de un total de 30
cadaveres, procedentes de autopsias judiciales. Las autopsias fueron realizadas en
el Servicio de Patologia del Instituto de Medicina Legal de Malaga, de acuerdo a
los estandares Europeos [24], con la autorizacion de la Comision de Etica en
Investigacion Humana de la Universidad de Granada (Informe n°® 700 del Comité
en Investigacion Humana, de 21 de mayo de 2012), y de la Comisién de Etica del

Instituto de Medicina Legal de Malaga.

Los datos de mayor relevancia en relacion a los 30 cadaveres objeto de estudio se
pueden observar en la tabla 1. Todos los cadaveres tenian una data conocida, que
oscilaba entre 5 y 24 horas, con una media de 15.27 horas y una desviacion
estandar de 5.67 horas. Los cadaveres se mantuvieron refrigerados a 4°C desde su
llegada al Instituto de Medicina Legal hasta la realizacion de la autopsia. La edad
media de los sujetos fallecidos fue de 65.03 (£ 16.50) afios, estando la muestra

objeto de estudio constituida por 5 mujeres y 25 hombres.

En relacién a la causa de la muerte, la poblacién de estudio se clasificd en cuatro
grupos, alcanzandose el diagndstico tras la practica de una autopsia completa,
detallada y minuciosa, tal y como esta establecido en los protocolos [2, 4, 9, 37,
39-43]. Esta clasificacion en cuatro grupos (Tabla 1), es la seguida por el
Departamento de Medicina Legal de Granada en trabajos semejantes, que ya ha
sido aceptada por la comunidad cientifica internacional. La inclusion en un grupo
u otro se realizd basandonos en antecedentes clinicos previos al fallecimiento, a la
informacion obtenida durante el levantamiento del cadaver, a la autopsia y a los
hallazgos toxicol6gicos e histopatolégicos, de acuerdo a la similitud del
mecanismo fisiopatolégico de la causa de la muerte: muertes subitas cardiacas
isquémicas (14 casos-47%), politraumatismo (7 casos-23%), asfixia mecanica (6

casos-20%), y otras muertes naturales (3 casos-10%).

81



1. MUESTRAS

Tabla 1. Caracteristicas individuales de la muestra de los 30 cadaveres estudiados

Edad Data

Cadaver Sexo (afios) (horas) Causa de la muerte
1 Hombre 59 22 Muerte subita cardiaca isquémica
2 Hombre 34 17  Politraumatismo
3 Hombre 87 5 Muerte subita cardiaca isquémica (IAM)
4 Hombre 90 24 Asfixia mecénica
5 Hombre 83 8 Muerte subita cardiaca isquémica
6 Hombre 80 17 Asfixia mecénica
7 Hombre 75 12 Muerte subita cardiaca isquémica
8 Hombre 54 12 Muerte subita cardiaca isquémica
9 Mujer 51 16  Asfixia mecanica
10 Hombre 39 19 Politraumatismo
11 Mujer 81 20 Politraumatismo
12 Hombre 84 17  Politraumatismo
13 Hombre 69 16 Muerte subita cardiaca isquémica
14 Hombre 77 10 Politraumatismo
15 Hombre 65 21 Muerte subita cardiaca isquémica (IAM)
16 Hombre 57 7 Muerte subita cardiaca isquémica
17 Hombre 27 15 Politraumatismo
18 Hombre 70 5 Muerte subita cardiaca isquémica (IAM)
19 Mujer 36 19  Asfixia mecéanica
20 Mujer 65 18  Asfixia mecénica
21 Hombre 82 22 Politraumatismo
22 Hombre 77 5 Otras muertes naturales
23 Hombre 62 10 Muerte subita cardiaca isquémica
24 Hombre 55 19 Otras muertes naturales
25 Hombre 54 19 Muerte cardiaca isquémica
26 Hombre 73 23 Muerte cardiaca isquémica
27 Hombre 65 19 Muerte subita cardiaca isquémica (IAM)
28 Muijer 65 19  Asfixia mecanica
29 Hombre 56 11 Muerte subita cardiaca isquémica (IAM)
30 Hombre 79 11 Otras muertes naturales

*Cadaveres empleados en el estudio de validacion de genes endégenos o genes de referencia.

Los criterios anatomopatoldgicos para clasificar las muertes como muertes subitas

cardiacas isquémicas fueron establecidos de acuerdo a los hallazgos de la
autopsia, incluyéndose en este grupo, aquellos casos en los que los resultados de
los estudios anatomopatoldgicos del corazon correspondian con alguna de las dos

opciones que a continuacion se detallan:
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a. Diagndstico anatomopatoldgico de IAM: establecido por el hallazgo de necrosis
de miocardiocitos en el estudio microscépico con H&E del corazén, o bien por la
existencia de infiltrado inflamatorio agudo, constituido por polimorfonucleares, lo
gue nos indica un IAM en fase aguda; o por la presencia de un infiltrado
inflamatorio subagudo, formado por fundamentalmente linfocitos y macréfagos
(también células plasmaticas y/o fibroblastos), que implica un IAM en evolucién

(pocos dias-pocas semanas).

b. Diagndstico de muerte cardiaca de origen isquémico: sin signos de necrosis y/o
sin infiltrado inflamatorio agudo, pero con en el estudio anatomopatoldgico con
H&E del corazon, signos inespecificos de isquemia (congestion, edema, bandas
de contraccién, ondulacion de fibras), oly infarto de miocardio antiguo (fibrosis

de reemplazo), y ademas con evidencia de cardiopatia isquémica severa (estenosis
coronaria significativa, mayor del 70%, en al menos una rama principal), y/o
presencia de trombo coronario oclusivo, junto con antecedentes personales de
cardiopatia isquémica, y siempre una vez descartadas otras causas de muerte una

vez realizada la autopsia completa.

Durante la autopsia, e inmediatamente tras la apertura del saco pericardico se
tomaron muestras de liquido pericardico para estudio de expresion molecular y
bioquimico. Para el analisis molecular se recogieron 2.5 ml de liquido pericardico
con una jeringa estéril que se pusieron en tubos especificos para la estabilizacion
del ARNm de la muestrdPAXgene Blood RNA Tubes, PreAnanlytidejandose

a temperatura ambiente durante aproximadamente 24 horas, con la finalidad de
mejorar el rendimiento en la extraccion de ARNm. Posteriormente se almacenaron
a -80°C hasta su andlisis. Ademas se tomd una alicuota de 5 ml de liquido
pericardico en tubos especificasifo de vacioBD Vacutainer SST Advance),

para la realizacion de estudios bioguimicos. Estas muestras se dejaron reposar
entre 30 minutos y 2 horas, y posteriormente fueron centrifugadas a 1500 g

durante 10 minutos. Hasta su analisis se conservaron a -80°C de temperatura.

La autopsia del corazon se llevo a cabo, en el Servicio de Patologia del Instituto

de Medicina Legal de Malaga, de forma detallada y minuciosa siguiendo los
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pasos establecidos por Asociacion Europea de Patologia Cardiovascular en la
Guia para la préactica de la autopsia en casos de muerte subita cardiaca [4], y las
recomendaciones de otros autores [2, 4, 9, 38, 44]. Antes de la diseccion cardiaca,
se estudiaron en todos los casos las arterias coronarias principales y sus ramas
mas importantes, realizandose cortes transversos y seriados de las mismas a lo
largo de su recorrido, estudiandose, de este modo, el grado de estenosis que estas
tenian. Posteriormente los corazones fueron disecados mediante la realizacion de
cortes transversos de los ventriculos paralelos y a intervalos de 1-1.5 cm hacia el
apex [23, 88, 103], obteniéndose 4-5 rodajas que incluyen ambos ventriculos. Las
muestras para el analisis molecular tisular se tomaron de una rodaja ventricular de
posicién intermedia, conservandose en congelacion a -80°C hasta su analisis.
También se conservd, en formaldehido al 10%, y para su posterior estudio
histopatoldgico, la rodaja de miocardio inmediatamente superior o inferior (segun

el caso) a la seleccionada para estudio molecular.

Finalmente, en todos los casos, se procedid a la extraccion de sangre venosa de
vena femoral mediante puncion directa transcutanea. Volimenes similares de
sangre fueron procesados de idéntica forma que el liquido pericéardico, para los

posteriores andlisis moleculares y bioquimicos.
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2. Estudios de expresion génica

2.1 Extraccion de ARNm

Basados en informacion procedente de estudios previos [88, 103, 139], para
llevar a cabo los estudios moleculares se tomaron muestras de cinco éareas
especificas del miocardio ventricular: pared anterior y posterior del ventriculo
izquierdo, tabique interventricular, y pared anterior y lateral del ventriculo
derecho. Para el analisis molecular, y con el tejido aun congelado, se tomaron
aproximadamente 30 mg de tejido miocardico de cada zona. Las muestras
congeladas fueron sometidas a un proceso de disrupcion y homogenizacion
usando un instrumento especifico para tal fifjigsueLyser LT (Qiagen, Gilden,
Germany) La disrupcidon completa de las paredes celulares, tanto de las
membranas plasmaticas de las células, como de los organulos es absolutamente
necesaria para liberar todo el ARN contenido en la muestra, de manera que una
disrupcién incompleta reduce significativamente el rendimiento de ARN
obtenido. La homogenizacion es necesaria para reducir la viscosidad de los
lisados obtenidos tras la disrupcion. Con la homogeneizacion se cortan o cizallan
el ADN gendmico de alto peso molecular y otros componentes celulares, también
de alto peso molecular, para crear un lisado homogéneo. Una homogeneizacion
incompleta también reduce significativamente el rendimiento en la extraccion de
ARN. El TissueLyser LT produce una disrupcidon y homogenizacion simultanea
del tejido haciendo vibrar a alta frecuencia durante un minuto una esfera de acero
inoxidable estéril de 7 mm de diametro, que previamente se ha colocando junto
con la muestra y 300ul de buffer de lisis, en un tubo de microcentrifuga de 2 ml.
Una vez realizado el lisado y homogenizado de las muestras, la extraccion del
ARNmM se llevé a cabo usando el kit comercial de extracRNeasy Fibrous
Tissue Mini Kit (Qiagen)

Las muestras de liquido pericardico y el suero femoral se descongelaron durante
dos horas antes de la extraccidon del ARNm como establecen los protocolos. La
extraccion se realizé empleando también un kit comercial, el PAXgene RNA Blood
Kit (PreAnalityx). Ambos procedimientos de extraccién, tanto para tejido

miocéardico como para fluidos, incluyen un paso de tratamiento con ADNasas,
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para eliminar el ADN gendmico residual, de modo que la interferencia de este en

la amplificacién sea minima.

Ademas, para minimizar la posible degradacién del ARNm durante la extraccion,
todos los materiales, instrumentos empleados, y todas las superficies se limpiaron

con un producto anti ARNaséNase Away, Molecular Bioproducts).

2.2Determinacion de la cantidad, calidad e integridad de ARNm

La concentracion de ARNm en cada muestra, expresada en nanogramos/pl,
fue obtenida mediante analisis espectrofotométrico midiendo la absorbancia a
260nm, mediante el empleo de WwanoDrop 2000-C (Thermo Scientific,
Wilmington, DE, USA)EI rendimiento del proceso de extraccion de ARNm fue
calculado dividiendo los nanogramos de ARNm obtenidos en cada muestra entre

el peso del miocardio inicial (30 mg), o el volumen de fluido (2.5 ml).

La calidad de ARNm, es decir, fundamentalmente, el grado de contaminacion de
este por proteinas, fue estimado mediante el cociente entre la absorbancia de la
muestra a 260nm y a 280nm, usando tambiéNagloDrop 2000-(157, 160,

161].

La integridad del ARNm, fue calculada y expresada con un valor dg/FRiDA
integrity number)para cada muestra, tal y como esta recomendado[150, 158, 159,
163-166]. Este valor es el resultado de la aplicacion de un algoritmo [162],
mediante el cual se asigna un valor de integridad a las muestra de ARNmM
estudiada. Este valor se obtuvo realizando la electroforesis capilar de cada
muestra sobre una placa mediant@iel-Analyzer 2100 (Agilent Technologies),
usando elAgilent RNA 6000 Nano Kit (Agilent Technologies, Santa Clara, CA,
USA). Este instrumento combina la electroforesis capilar del ARNm que realiza
sobre una placa, y un software que calcula la concentracién de esta molécula, y
dos parametros numéricos que indican la integridad del ARNm: la relacion entre
los RNA ribosdmicos 28S y 18S, y el numero RIN, el cual es calculando
basandose en las areas de los picos de las dos subunidades de ARN ribosémico.
Por tanto permite determinar con gran fiabilidad tanto la cantidad, como la
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integridad del ARNm, utilizando ademas minimas cantidades de muestra (s6lo se

requiere 1 pl).

2.3Sintesis de ADNc y PCR cuantitativa en tiempo real

La PCR cuantitativa en tiempo real con retrotranscripcion (RT-gPCR) fue
realizada usando un protocolo de dos pasos, primero la retrotranscripcion de
ARNmM a ADNCc, y después la qPCR.

Para realizar la retrotranscripcion se partié de 500 ng de ARNm en cada una de las
muestras, y para la sintesis del ADNc se empled un kit comerc@uagitiTect
Reverse Transcription kit (Qiagerfin este kit, el primer paso es, incubar cada
muestra durante 2 minutos a 42°C, una vez afadidos 2gDN& Wipeout
Buffer, para eliminar totalmente la contaminacion por ADN gendmico. El
siguiente paso, es afadir a la muestrargher especifico (1pl d&RT Primer

Mix), la encima retrotranscriptasa (1pul Qaantiscript Reverse Transcriptgsg

4ul de bufferQuantiscript RT Bufferpbteniendo un volumen total de 20 pul, e
incubando de nuevo durante 15 minutos a 42°C, y después 3 minutos a 95°C. El
ADNCc resultante fue diluido 1/10 con agua libre de ARNasas, siendo esta la

muestra usada para la posterior qPCR.

Previamente a la cuantificacion de los genes diana objeto de estudio, se procedio a
la identificaciéon de un gen control o gen endogeno para gPCR. Con tal finalidad
se determinaron los niveles de expresion de cuatro genes utilizados habitualmente
como control en medicina forense [147, 148, 171-173], buscando entre ellos el
mas estable. Los cuatro genes valorados fueron la Gliceraldehido-3-fosfato
deshidrogenasa (GAPDH), la beta actina (ACTB), la proteina de uniéon TATA
box (TBP) y la Ciclofilina A (CYCA), y su expresion se estudio en muestras
procedentes de 8 cadaveres tomados de nuestros 30 casos (Tabla 1),
representativas de todas las causas de muerte. De estos 8 individuos 7 eran
hombres y 1 era mujer. La edad media de estos sujetos fue de 59.63 afios (SD
19.3; rango 34-87 afos), y la media de la data de la muerte fue de 12.38 horas (SD
5.34, rango 5-17 horas). El gen que mostré6 mas estabilidad, y por tanto el elegido

como gen enddgeno para los estudio de expresion relativa fue la GAPDH.
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Los niveles de expresion fueron cuantificados en un aparato de PCR cuantitativa
en tiempo real 7500 deé\pplied Biosystem(Applied Biosystem, Darmstadt,
Germany),empleandose como fluorocromo el SYBR Green, y usando un kit
comercial, elQuantiTect SYBR Green PCR kit (Qiagdfgte método implica un
disefio muy cuidadoso de Igsimers con el fin de evitar dimeros de primer y
evitar la amplificacion de ADN gendmico concomitante en la muestra de ADNCc,
por ello los primers empleados para la amplificacion, han sido primers
comerciales, los incluidos en @uantiTect Primer Assay (Qiagere los que se
detalla la informacion minima recomendable en las guias para la publicacion de
los experimentos de PCR cuantitativa en tiempo real (MIQE Guidelines) [164], y
gue se pueden ver en la Tabla 2. Para todas las muestras se llevo a cabo un
analisis de cuantificacion relativa de la expresién genética, tanto de los genes
candidatos a gen control (GAPDH, ACTB, TBP, y CYG&®mo de los genes
objeto de estudio o genes diana: troponina | cardiaca (TNNI3), cadena ligera de la
miosina cardiaca (MYL3), metaloproteinasa de matriz 9 (MMP9), factor de
crecimiento transformante beta 1 (TGFB1), y factor de crecimiento del endotelio
vascular A (VEGFA).

La troponina es una proteina contractil localizada en el filamento delgado del
musculo estriado, formada por tres subunidades: la troponina C, la troponina T y
la troponina I, que es la subunidad inhibitoria del complejo de la troponina. Ante
unos niveles basales de calcio, la troponina | inhibe la formacion de puentes
actina-miosina, y durante la sistole el calcio se une al locus regulador de la
troponina C, y entonces la subunidad inhibitoria, la troponina |, se libera,
activando la contraccion muscular [181]. La expresion de troponina | cardiaca
(TNNI3) es especifica del miocardio, y ha sido elegida para ser estudiada porque
la determinacién de esta proteina en sangre es el método que se usa habitualmente
en la préctica clinica para el diagnostico del infarto agudo de miocardio (IAM)
[75, 182]. La MYL3 fue elegida porque es una importante proteina estructural en
el masculo cardiaco, siendo una isoforma embrionaria y masculo-ventricular de la
cadena ligera de la miosina [183-187]. La MMP9 juega un papel importante en los
cambios que se producen en la MEC tras el IAM, contribuyendo al remodelado

del ventriculo izquierdo, provocando alteraciones en la membrana basal, lo que
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favorece el trafico de moléculas alrededor de los miocardiocitos, y también
aumentando la permeabilidad vascular. [57, 58, 188]. El TGFBL1 tiene un papel
protector en el sistema vascular, atribuido a su accion antiinflamatoria y
antiaterogénica, de modo que favorece la estabilizacion de la placa de ateroma
[180]. El potente efecto de esta proteina hace que juegue un papel central en el
dafio de origen isquémico, la reparacion cardiaca y el remodelado del ventriculo
izquierdo [60]. EI VEGFA es una molécula critica en el inicio de la respuesta a la
hipoxia miocérdica [112], y es considerada un agente mitogénico endotelial

especifico que juega un papel muy importante en la angiogénesis miocardica.

Previamente al estudio de los genes control y diana se realizd para todas las
moléculas una curva estandar, con 5 diluciones seriadas 1/10, elaboradas a partir
de muestras seleccionadas de nuestro estudio, con la finalidad valorar que la
eficiencia de los primers estuviese en un rango adecuado, resultados que se

presentan igualmente en la Tabla 2:

Tabla 2. Informacidn y eficiencia de los distintos primers usados en nuestro estudio.

Identificacion del primer: NUmero de Punto de Longitud del Eficiencia Coeficiente
QuantiTect Primer Assay secuencia de inicio del amplicon de la RT- de regresién
(Qiagen) acceso ensayo (Pb) gPCR (%) (r3)
GAPDH QT01192646 NM_002046 525 95 101.18 0.996
ACTB QT01680476 NM_001101 1595 104 99.80 0.997
TBP QT02377361 NM_003194 85 124 105.64 0.989
CYCA (PPIA) QT01866137 NM_021130 340 121 99.09 0.997
TNNI3 QT00084917 NM_000363 675 113 97.21 0.997
MYL3 QT00090223 NM_000258 295 150 101.45 0.993
MMP9 QT00040040 NM_004994 2010 115 98.96 0.998
TGFB1 QT00000728 NM_000660 1215 108 99.01 0.997
VEGFA QT01682072 NM_001025366 2450 99 100.09 0.999

Para realizar la gPCR con el KuantiTect SYBR Green PCR (Qiagen), la mezcla

de amplificacién contenia 2l de la muestra problema (ADNc), 8ul de agua libre
de ARNasas, 12.5ul d@uantiTect SYBR Green PCR Master Mix, y 2.5ul de
primer (QuantiTect Primer Assay).Las condiciones de los ciclos de qPCR
consistieron en un paso inicial de activacion, en el cual se mantenian las muestras
durante 15 minutos a 95°C, y después 40 ciclos de 15 segundos a 94°C, 30

segundos a 55°C y 30 segundos a 72°C. Se realizaron tres replicas de cada muestra
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analizada, y en cada ensayo se incluyeron controles positivos y negativos. Como
controles positivos se usaron muestras de ARNm ya conocidas, y como control
negativo se emple6 agua. El ciclo umbrteshold cycleo Ct, en nuestros casos
representa el ciclo de la gPCR en el cual existe un incremento en la fluorescencia
del SYBR Green sobre una linea base de sefal que puede ser detectado por

primera vez.

Para la cuantificacion relativa de la expresiéon, el método usado ha sido una
variante delAACT, que seria el “2“', que como ya hemos comentado en el
apartado de introduccion, tiene la particularidad de que el célculo de la expresion
esta corregido por las eficiencias de los diferentes primers [170], lo que da una
mayor precision a la cuantificacion. Este método tiene en cuenta ademas de la
eficiencia del primer, el Ct del gen diana en una muestra control y en la muestra
problema, y el Ct del gen enddgeno (GAPDH), también en la muestra control y
problema. En nuestro caso se utilizd como control la media de los Cts obtenidos
para todas las muestras de cada tipo, es decir el control para las muestras de tejido
sera la media de todos los Cts obtenidos en muestras de tejido, y lo mismo para
sangre Yy liquido pericardico. El célculo de la expresion se hace segun la formula

gue se ve a continuacion:

(E diana)m:‘t diana (control-muestra)

Expresion =

(E ref)ACt ref (control-muestra)

Eqiana Eficiencia del primer del gen diana.

E.s. Eficiencia del primer del gen de referencia o gen endégeno (GAPDH).

ACt dia (control-muestra): Diferencia de Ct del gen diana en la muestra control y en la muestra
problema.

ACt ref (control-muestra): Diferencia de Ct del gen enddgeno o de referencia (GAPDH) en la

muestra control y en la muestra problema.
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3. Andlisis histopatolégicos

Para la realizacion de los estudios histopatolégicos se partié6 de una rodaja de
miocardio que fue tomada durante la autopsia y que se conservo en formaldehido
al 10%. Este tipo de andlisis se llevaron a cabo en el Servicio de Histopatologia
del Departamento de Sevilla del Instituto Nacional de Toxicologia y Ciencias
Forenses, como examenes complementarios a las autopsias médico-legales, y
consistieron en el examen histologico del tejido miocardico con una tincidon de
hematoxilina-eosina (H&E). Mediante esta técnica se analizaron al microscopio
diferentes zonas de ambos ventriculos (la pared anterior y posterior del ventriculo
izquierdo y derecho, y el tabique interventricular), y secciones transversales de las
arterias coronarias principales que presentaban lesion arterioesclerética

macroscopica. Esto se realizé de forma estandarizada para todos los individuos.

En estos examenes complementarios, los criterios establecidos para el diagndstico
y la data del IAM fueron la presencia de necrosis de miocardiocitos, junto con un
infiltrado inflamatorio agudo constituido por polimorfonucleares, datos que
indican la existencia de un IAM en fase aguda (hasta de 2-3 dias de evolucion); o
la presencia de un infiltrado inflamatorio subagudo, constituido
fundamentalmente por linfocitos y macréfagos, y/o otros tipos celulares como son
células plasmaticas o fibroblastos, los cuales implican un diagndstico de 1AM en
evolucion o reciente, con datas que pueden ir desde los pocos dias hasta
aproximadamente las dos semanas, pudiendo esa data aumentar, cuando se
observa la presencia de neovasos o de tejido conectivo, hasta las tres semanas. Por
otro lado siempre se consideré la posibilidad de la existencia de infarto de
miocardio antiguo representado por el hallazgo de areas de fibrosis de reemplazo
de miocardiocitos. Junto con el IAM vy el infarto antiguo, en los estudios
histopatoldgicos, se valoré la posible evidencia de cardiopatia isquémica severa, a
través de la presencia de estenosis coronaria significativa, mayor del 70%, en al
menos una arteria coronaria principal, y se busco la posible existencia de trombos

coronarios oclusivos, como indicador de isquemia miocéardica en fase aguda.
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4. Analisis bioquimicos

Los estudios bioquimicos se llevaron a tanto en muestras de sangre como de
liquido pericardico, recogidas durante la autopsia, en tubos especificos para tal
fin. Se procedié a la determinacion de la troponina T cardiaca ultra sensible
(cTnThs) empleando un método de inmunoensayo usando la téeleicsys
Troponin T hs STAT (Ref. 05092728 119, Roche Diagnostics GmbH®,
Mannheim, Germany). Los ensayos se realizaron con un dispositivo Roche Cobas
e 601 (Diamond Diagnostics®, MA, USA), y fueron llevados a cabo en el
Servicio de Andlisis Clinicos, del Hospital Universitario San Cecilio de Granada,
en colaboracion con la Doctora Blazquez. Esta técnica para la determinacion de la
cTnT emplea dos anticuerpos monoclonales especificamente dirigidos contra la
troponina T cardiaca humana [189, 190]. Estos anticuerpos reconocen dos
epitopos (aminoacidos en posicion 125-131 y 136-147) localizados en la parte
central de la proteina de la troponina T cardiaca, los cuales estan formados por
288 aminoacidos. Previamente al andlisis se adapto al analizador una curva patron
predefinida usando elroponin T STAT CalSetRef. 05092736 119, Roche
Diagnostics GmbH®, Mannheim, Germany). Las determinaciones de cTnThs, en
sangre se realizaron directamente en las muestras recogidas, mientras que las
muestras de liquido pericardico fueron diluidas 1/50. Antes de ser estudiadas se
hicieron curvas de calibracion para las muestras de liquido pericardico. Las

concentraciones de cTnThs obtenidas para cada muestra se expresan en ng/L.
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5. Analisis estadisticos

Los andlisis estadisticos han sido realizados con el programa SPSS, version 20
(SPSS Institute Inc., Cary, NC, USA). Los analisis descriptivos de los datos
(media, desviacion estandar y rango) han sido determinados y expresados como

media + desviacion estandar (DS).

Los andlisis estadisticos de dependencia entre variables cuantitativas han sido

llevados a cabo usando el coeficiente de correlacion no paramétrica de Spearman.
Para la comparacion de medias de una variable cuantitativa determinada entre dos
grupos, ha sido utilizado el test no paramétrico de la U de Mann-Whitney o test de

Wilcoxon- Mann-Whitney para dos muestras independientes.

El test de Kruskall-Wallis, un test no paramétrice jemos usado para comparar

las medias de una variable cuantitativa entre tres 0 mas grupos independientes.

Para todos los test empleados se ha considerado la significacion estadistica

cuando se ha obtenido un valor de ®.65.
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IV. RESULTADOS

1. Estudios de expresion génica

1.1Cantidad, calidad e integridad postmortem del ARNm en tejido

cardiaco, sangre y liquido pericardico

Como paso previo a los estudios de expresidon génica se ha procedido a
determinar la concentracion, la calidad y la integridad del ARNm, mediante el
calculo del rendimiento de la extraccion, la ratio de absorbancia 260/280 nm vy el
valor de RIN RNA Integrity Numb@r respectivamente. EI ARNm se extrajo de
cinco zonas cardiacas, de sangre postmortem y de liquido pericardico en 30
cadaveres con diferentes datas conocidas. En la tabla 3 se presentan los valores
del rendimiento de la extraccion de ARNm, de la ratio de absorbancia 260/280 nm

y de RIN para cada caso individual, y de acuerdo a la data de la muerte.

El rango del rendimiento obtenido en la extraccion de ARNmM en tejido
miocardico fue de entre 259.2 y 464.2 ng ARNm/mg (Tabla 3), siendo, en todos
los casos, considerado suficiente para que se puedan llevar a cabo los andlisis
posteriores. No se encontrd una correlacion entre el rendimiento de la extracciéon
en tejido miocérdico y la data de la muerte. El rendimiento obtenido en fluidos
postmortem fue mayor que en tejido miocardico, con un rango para sangre de
288-4800 ng ARNm/ml de sangre, y de 976-8192 ng ARNm/ml en liquido
pericardico. En fluidos tampoco se encontrd correlacion entre el rendimiento y la
data de la muerte. Sin embargo, cuando se estudio la relacion entre el rendimiento
y los valores de RIN obtenidos para los diferentes tipos de muestras, solo se hallé
una correlacion entre el rendimiento de la extraccion de ARNm vy los valores de
RIN en liquido pericardico (Figura 1A y Tabla 3-R.5; P<0.01). No se encontr6
relacion alguna del rendimiento, con la ratio 260/280 nm, con el sexo, o con la

edad en el momento de la muerte.
La ratio de absorbancia 260/280 nm encontrada en las distintas muestras de

ARNm oscil6 entre 1.8 y 2.1 (Tabla 3), lo que indica la ausencia de

contaminacion en el ARNm extraido.
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Tabla 3. Valores obtenidos de rendimiento de la extraccién de ARNm, en la ratio de absorbancia

260/280 (AsdA2g0), Y de RIN, en tejido miocardico (TM), sangre vy liquido pericardico (LP), para

cada caso individual y de acuerdo a la data de la muerte.

Rendimiento® Ratio Axed/Assc RIN
Data** Edad Sangre***/
Cadaver (horas) Sexo (afios) TMP Sangre LP* TMP  Sangre** [ p** ™ ° i P/
1 22 Hombre 59 265,4 2000 3008 2.08 1.99 2.05 6.2 6.4 6.1
2 17 Hombre 34 295,6 816 2944 2.07 2.01 2.02 6.5 35 6.6
3 5 Hombre 87 341 336 2368 2.07 1.99 2.13 55 4.6 88
4 24 Hombre 90 353 2432 1696 2.09 1.99 2.02 5.6 3.1 2.0
5 8 Hombre 83 334,4 2608 976 2.07 1.98 2.10 6.5 2.2 5.7
6 17 Hombre 80 326,2 1504 5104 2.11 1.96 2.07 7.0 3.3 6.6
7 12 Hombre 75 331,2 2032 4816 2.06 2.07 2.10 7.0 4.9 55
8 12 Hombre 54 464,2 2240 2400 2.11 2.05 2.10 8.0 7.2 51
9 16 Mujer 51 372 528 2432 2.08 1.81 2.07 9.8 2.4 6.0
10 19 Hombre 39 414 480 7248 2.09 1.95 2.09 7.6 2.8 6.7
11 20 Mujer 81 394.,4 1680 992 2.08 1.89 2.02 7.0 2.9 6.4
12 17 Hombre 84 434,8 1488 1408 2.08 212 2.08 8.4 7.9 5.3
13 16 Hombre 69 366,6 2992 2256 2.08 2.09 2.12 7.1 7.8 8.1
14 10 Hombre 77 363,4 1424 2336 2.06 1.93 2.04 7.7 2.8 5.0
15 21 Hombre 65 332,6 848 1600 2.09 1.84 2.02 7.7 1.9 4.3
16 7 Hombre 57 372,4 1504 1568 2.07 2.13 211 9.2 9.3 8.8
17 15 Hombre 27 353,4 1120 1968 211 1.92 1.99 9.3 3.0 4.9
18 5 Hombre 70 416,4 2384 8192 2.09 2.00 2.10 7.9 5.1 3.7
19 19 Mujer 36 340 2176 1392 212 1.98 2.02 8.2 5.0 6.8
20 18 Mujer 65 386,2 7664 2208 212 1.95 2.03 7.7 3.3 4.9
21 22 Hombre 82 355,6 1744 1920 2.09 1.97 2.00 5.4 2.7 7.2
22 5 Hombre 77 352 4800 1600 2.10 1.84 211 5.8 25 2.8
23 10 Hombre 62 287,4 288 1216 2.10 1.87 211 6.9 4.4 6.5
24 19 Hombre 55 396 2896 4432 2.08 2.00 2.09 8.1 2.8 53
25 19 Hombre 54 320,6 1168 2128 2.08 2.01 2.00 7.7 2.5 3.3
26 23 Hombre 73 259,2 496 2000 2.08 2.00 2.02 7.5 6.0 6.6
27 19 Hombre 65 277 1072 1632 2.14 1.90 2.06 8.2 4.2 6.2
28 19 Mujer 65 301,6 4160 2304 2.09 2.10 2.04 8.1 2.3 3.6
29 11 Hombre 56 315,8 2656 1232 2.10 2.03 2.04 7.8 3.2 4.0
30 11 Hombre 79 383,4 1088 1472 2.10 2.06 2.11 6.8 7.5 5.7

#Valores de rendimiento obtenidos en la extracciéon de ARNm expresados en ng ARNm/mg de tejido miocardico o ml de
fluido.

®Valores de las cinco zonas cardiacas.
*Correlacion entre el rendimiento de la extraccion de ARNm y el RIN en liquido pericartidd.5RP<0.01).

**Correlacion entre la ratio de absorbancia 260/280 nm en liquido pericardico y la data de la rfriedt@;(R<0.01).
***Correlacion entre los valores de RIN en fluidos postmortefa@R; P<0.05).
*#x Correlacion entre la ratio de absorbancia 260/280 nm y los valores de RIN en s&rr6;(R<0.01)
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Cuando se estudio6 la relacion entre la ratio de absorbancia 260/280 nm y la data
dela muerte para los distintos tipos de muestras, s6lo se encontré una correlacion
negativa entre estas variables en el liquido pericardico, lo que indica que altas
ratios de absorbancia se asocian a datas de muerte mas cortas (Figura 1B y Tabla
3; R’=-0.7; P<0.01).

(3] =)

5000 2157

2,10

5000

000 2,051

tng ARNm/ml LP)

2000 2,00 o 0

Rendimiento de la extraceion de ARNm en lguido percardico
Ratio de absorbancia 260/280 nm en liquido pericardico

T
5 10 15 20 25

Data de la muerte (horas)

15

Valores de RIN en muestras de ligmde pencardico
HRatio de absorhancia 260/280mm en muestras de sangre

L T T T T T T T T T T 1 T T T T T T T T T T
i 2 3 4 3 B 1 -3 - 10 I d -} | 3 ] 1 B ] ]

Valores de RIN en muestras de sangre Valores de RIN en muesira de sangre

Figura 1. Correlaciones entre: (A) el rendimiento de ARNm obtenido y el RIN en muestras de
liquido pericardico (LP) (R=0.5; P<0.01); (B) la ratio de absorbancia 260/280 nm en liquido
pericardico y la data de la muerte’8R0.7; P<0.01); (C) valores de RIN en liquido pericardico y
valores de RIN en sangre’#®.4; P<0.05); (D) la ratio de absorbancia 260/280 nm y los valores
de RIN en muestras de sangré{&6; P<0.01).
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No se encontrO relacion de la ratio de absorbancia 260/280 nm, con el
rendimiento, con el sexo, y con la edad en el momento de la muerte. Cuando se
estudio la correlacién entre la ratio 260/280 nm y el RIN para todos los tipos de
muestra, solo se obtuvieron resultados significativos para las muestras de sangre
(Figura 1D, Tabla 3; &0.6; P<0.01).

Los valores de RIN obtenidos fueron mayores en tejido miocéardico (7.4+1.1) que
en fluidos postmortem (4.25+2.04 en sangre y 5.62+1.63 en liquido pericardico)
(Tabla 3). Aunque no se encontrd correlacion entre los valores de RIN y la data de
la muerte, si se hallé una correlacién entre los valores de RIN en sangre y en
liquido pericardico (Figura 1C y Tabla 3°*#®.4; P<0.05).

Cuando se estudio la influencia del sexo y la edad en el momento de la muerte
sobre los valores de RIN no se obtuvieron resultados significativos. Finalmente
considerar que los valores de RIN se consideraron como aceptables para los

posteriores analisis de expresién génica, en todas las muestras analizadas.

Las diferencias en el rendimiento obtenido en la extraccion del ARNm, la ratio de
absorbancia 260/280 nm y los valores de RIN, también fueron estudiadas y
comparadas especificamente entre las cinco zonas cardiacas (Figura 2). Se
encontrd correlacion entre el rendimiento de la extraccion de ARNm y los valores
de RIN para el tabique interventricular (Figura 2A y 26;@R4; P<0.05).

También se encontrd correlacion en la ratio absorbancia 260/280 nm entre las
cinco zonas cardiacas (Figura 2B=R5 a 0.8; P<0.01) y se hallaron resultados
similares en los valores de RIN entre zonas cardiacas (Figura’2G:4Ra 0.7;
P<0.01).
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Figura 2. Rendimiento obtenido en la extraccién del ARNm (ng ARNm/mg de tejido miocardico)
(A), ratio de absorbancia 260/280 nm (B) y RIN (C) en las cinco zonas cardiacas, abreviadas del
siguiente modo, en esta y en las siguientes tablas y figuras: VIA (pared anterior del ventriculo
izquierdo), VIP (pared posterior del ventriculo izquierdo), TIV (tabique interventricular), VIL
(pared lateral del ventriculo derecho) y VDA (pared anterior del ventriculo derecho. En esta, y en
las demas figuras, las cajas representan el rango intercuartilico y los segmentos verticales el valor
maximo y minimo de la muestra. Los valores que se salen se indican con circulos abiertos, y se
definen como valores de entre 1.5 y 3 veces la longitud de la caja desde el extremo superior de la
misma. Los valores extremos estan indicados como una cruz, y se definen como aquellos valores
de mas de 3 veces la longitud de la caja desde el extremo superior de la misma. *Correlacion entre
el rendimiento obtenido en la extraccién del ARNm y el RIN en el tabique interventric@ikar (R

0.4; P < 0.05) (A) y (C). **Correlacion en
cardiacas (R= 0.5-0.8; P < 0.01) (B). *Correlacién en los valores de RIN entre las distintas
zonas cardiacas {R 0.4-0.7; P < 0.01) (C).

la ratio de absorbancia entre las distintas zonas
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1.2 Expresion génica: aspectos generales
1.2.1 Seleccion del gen enddgeno o gen de referencia

Para identificar el gen mas estable, y para poder validarlo como gen
endogeno, se empled la PCR cuantitativa en tiempo real (QPCR), determinando,
inicialmente, los niveles de expresion de cuatro genes que se usan habitualmente
como genes endogenos o de referencia en muestras postmortem [147, 148, 159,
172]. Gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH); beta actina (ACTB);
proteina de union TATA box (TBP); y Ciclofilina A (CYCA).

Los rangos de Ct obtenidos para los cuatro genes candidatos a genes de referencia,
tras realizar los estudios de expresion con gPCR, tanto en muestras de tejido
miocéardico y como de fluidos postmortem, procedentes de ocho cadaveres de
nuestra muestra, se recogen en la tabla 4. En geseerabtuvieron valores
aceptables dentro de los rangos de Cts para cada gen endoégeno de control en todas

las muestras, y no se encontrd correlacion entre Cts y los valores de RIN.

Tabla 4. Rangos Ct para los distintos genes candidatos a enddgenos en cuatro zonas cardiacas,

sangre y liquido pericardico (LP).

car%(iecliqato Ct VIA Ct VIP Ct TIV Ct VDL Ct Sangre CtLP

GAPDH 28,33+1,52 28,90+0,99 27,84+1,77 26,74+1,62 27,80+1,78 25,83%+1,15
BACT 25,22+1,64 25,15+2,05 25,07+2,42 24,28+1,03 23,94+2,40 22,21+1,32
TBPX 33,91+2,21  34,01+1,60 33,71+1,37 33,17+2,15 32,65+2,24 32,15+1,38
CYCA 2491+2 30 25,40+1,24 25,33+2,60 24,64+1,35 25,07+2,85 23,53+4,65

#Los datos se presentan como la media + desviacién estandar .

Para estudiar la estabilidad de los genes

candidatos a gen de referencia, se

comparo la expresion relativa, inicialmente en tejido miocardico, de los genes
diana TNNI3, MYL3, MMP3 y TGFB1, usando los cuatro genes enddgenos
(GAPDH, ACTB, TBP, y CYCA) (Figura 3).
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Expresion relativa de TNNI3 (2-ddCt) en TM

Expresion relativa de MMP? (27-ddCt) en TV
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Se detectaron niveles de expresion relativa similares, independientemente del gen
endogeno usado para la cuantificacion de la expresion relativa del gen diana, no
encontrdndose diferencias estadisticamente significativas entre los niveles

expresion segun el gen enddgeno usado y para los distintos genes diana.
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Figura 3. Niveles de expresion relativa de TNNI3 (A), MYL3 (B), MMP9 (C), y TGFBL1 (D) (2

4% en muestras de tejido miocardico (TM) usando diferentes genes endégenos o de referencia:
GAPDH, ACTB, TBP, y CYCA.

La expresion relativa de los genes diana fue posteriormente estudiada en fluidos
postmortem, no encontrandose diferencias estadisticamente significativas en la
expresion de los genes diana cuando se usaban los diferentes genes de referencia,
tanto en sangre (Figura 4), como en liquido pericardico (Figura 5).
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Figura 4. Niveles de expresion relativa de TNNI3 (A), MYL3 (B), MMP9 (C), y TGFB1 (D) (2

4% en muestras de sangre usando diferentes genes endégenos o de referencia: GAPDH, ACTB,

TBP, y CYCA.

Ademas se estudio la relacion entre la data de la muerte y los niveles de expresion

de los genes enddgenos, y no se encontrd correlacion para ningun tipo de muestra.

Finalmente se selecciond como gen de referencia, para el estudio de la expresion
relativa de los distintos genes diana, a la GAPDH, ya que este fue el que mostrd

mayor estabilidad para los tres tipos de muestras empleadas en nuestro estudio:

tejido miocardico, sangre y liquido pericardico.
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Figura 5. Niveles de expresion relativa de TNNI3 (A), MYL3 (B), MMP9 (C), y TGFB1 (D) (2
4% en muestras de liquido pericardico (LP) usando diferentes genes endégenos o de referencia:
GAPDH, ACTB, TBP, y CYCA.
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1.2.2 Expresion geénica: Influencia del rendimiento, la calidad
y la integridad del ARNm. Influencia de la data de la
muerte, el sexo, y la edad.

Los rangos de Ct obtenidos tras la realizacion de la gPCR para la GAPDH
(gen endodgeno o de referencia), y para todos los genes diana, tanto en tejido
miocardico como en fluidos postmortem se presentan en la tabla 5. Se obtuvieron
unos rangos de Ct aceptables tanto para el gen endégeno como para los genes
diana en todos los tipos de muestras, no encontrandose diferencias
estadisticamente significativas cuando se compararon entre las diferentes zonas

cardiacas.

Tabla 5. Rangos Ct obtenidos para el gen endégeno (GAPDH) y para los distintos genes diana,

en las cinco zonas cardiacas, sangre y liquido pericardico (LP).

Gen Ct VIA Ct VIP CtTIV Cts VDL Ct VDA Ct Sangre CtLP
GAPDH 23.82+2.37 27.33¥1.74 27.09+2.58 25.10+2.23 24.32+1.78 25.81+2.18 23.47+1.28
TNNI3  20.75%2.53 21.49+2.32 20.99+2.63 19.86+1.98 18.75+1.44 35.32+1.00 34.26%1.25
MYL3  24.56+£3.31 25.76x2.69 25.20+3.38 22.32+2.86 21.45+2.26 34.74+4.11 35.97+2.49
MMP9  34.48+2.50 34.48+2.28 34.10+2.55 34.02+2.30 33.65+2.15 28.58+3.00 31.68+2.09
TGFB1 30.57+1.94 30.43+1.54 30.46x1.53 30.25%¥1.70 29.57+142 27.82+2.11 27.48+1.41
VEGFA 29.33+1.75 29.74+1.65 29.83+3.14 28.95+2.19 28.18+1.43 29.91+1.98 27.78+1.38

#Los datos se presentan como la media + desviacion estandar .

En el analisis de los Cts obtenidos para las diferentes moléculas, se encontré una
correlacion entre los valores de RIN y los valores de Ct para GAPDH, TNNI3 y
MYL3 en tejido miocardico (P<0.05) (Figura 6), mientras que no se hallé

correlacion en sangre ni liquido pericardico.
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Valores de Ct GAPDH en TM
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Figura 6. Valores de RIN y valores de Ct obtenidos para GAPDH (A), TNNI3 (B), MYL3 (C) en
tejido miocardico. *Correlacién entre los valores de Ct de GAPDH y los valores de RHND(R,

P < 0.05) (A). **Correlacién entre los valores de Ct de TNNI3 Ct values y los valores de RIN (R
=0.5; P < 0.05) (B). **Correlacién entre los valores de Ct de MYL3 y los valores de EIN (R
0.5; P < 0.05) (C).

Un aspecto fundamental para la validacion de los resultados obtenidos es el
estudio de la expresion relativa de los diferentes genes diana, y de la influencia de

la integridad del ARNm y de la data de la muerte.

En lo que se refiere a la integridad del ARNm, en nuestro caso no se encontré
correlacién entre los valores de RIN y la expresién génica tanto en fluidos
postmortem (Tabla 6) como en muestras de tejido miocardico.
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Tabla 6. Valores de RIN y niveles relativos de expresiéfi’t2 de TNNI3, MYL3, MMP9,
TGFB1 Y VEGFA en sangre y el liquido pericardico (LP).

RIN Expresion

Cadaver Sangre LP Sangre LP

TNNI3 MYL3 MMP9 TGFB1 VEGFA TNNI3 MYL3 MMP9 TGFB1 VEGFA

1 6.4 6.1 0,14 3426 061 1,57 0,59 8,84 1,06 0,93 1,14 0,90
2 35 6.6 1,09 1,02 5,80 0,19 0,94 18,15 2,33 0,93 0,27 0,65
3 4.6 88 3,34 3,13 6,72 0,82 0,45 0,06 0,25 0,46 0,40 0,44
4 3.1 2.0 2,12 1,98 0,45 0,8 1,64 0,39 1,74 5,92 0,39 0,95
5 2.2 5.7 0,06 0,09 1,33 0,69 0,86 3,53 0,23 1,29 1,52 0,93
6 3.3 6.6 2,14 0,36 4,36 2,44 0,81 8,19 2,27 0,27 1,08 0,75
7 4.9 55 1,12 0,54 0,09 1,77 0,57 5,04 0,31 0,08 1,67 0,89
8 7.2 51 0,55 0,07 0,11 1,37 1,16 1234 0,76 0,62 1,32 0,67
9 2.4 6.0 3542 3317 0,73 0,03 0,26 8,77 1,12 1,93 0,48 0,36
10 2.8 6.7 0,09 0,08 7,37 0,48 0,69 0,11 0,48 5,40 1,01 2,42
11 2.9 6.4 0,23 9,72 3,03 1,23 3,52 2,12 0,94 1,12 0,83 1,21
12 7.9 5.3 0,33 0,31 0,34 1,59 3,62 6,87 2,53 4,60 1,46 1,43
13 7.8 8.1 0,70 0,65 0,31 3,7 1,12 6,84 4,69 4,15 2,67 10,93
14 2.8 5.0 0,08 0,07 6,24 0,48 0,30 191 0,15 1,84 0,47 0,75
15 1.9 4.3 22,12 20,72 0,25 1,2 1,79 0,10 0,46 0,17 1,03 1,05
16 9.3 8.8 8,92 0,86 4,15 7,19 1,09 2,72 181 0,48 0,36 1,33
17 3.0 4.9 081 3575 083 0,34 1,56 0,16 1047 1,64 1,42 1,42
18 5.1 3.7 0,96 0,63 1,43 0,94 0,61 3,20 0,60 1,16 0,87 0,50
19 5.0 6.8 48,09 2,49 0,93 1,82 2,79 0,20 0,87 7,31 0,86 0,84
20 3.3 4.9 0,11 0,10 1,36 1,17 117 0,09 0,42 9,03 1,57 1,65
21 2.7 7.2 0,35 0,33 1,60 0,23 1,29 3,62 0,28 0,03 0,62 1,68
22 25 2.8 0,32 0,30 0,57 141 181 1,89 1,05 1,94 151 0,58
23 4.4 6.5 0,13 0,21 0,40 2,81 0,68 0,06 0,27 0,43 1,27 1,34
24 2.8 5.3 2,74 0,09 2,19 1,19 0,79 0,21 0,92 2,29 2,56 1,56
25 25 3.3 0,40 3314 017 0,71 1,30 0,38 1,67 1,37 1,36 0,74
26 6.0 6.6 2451 2,45 13,89 5,13 3,00 0,08 0,37 0,25 1,16 1,01
27 4.2 6.2 4,11 0,23 0,37 0,77 0,93 14,49 0,61 0,65 1,32 0,97
28 2.3 3.6 2,84 0,21 0,27 1,27 2,15 0,38 11,83 5,20 1,14 0,64
29 3.2 4.0 0,51 0,47 0,48 1,28 0,27 0,62 2,77 0,22 1,92 0,70
30 7.5 5.7 0,57 0,08 1,11 0,68 0,55 0,04 0,17 0,07 0,92 0,88

También se estudio la expresion génica de las moléculas diana en relacién a la
data de la muerte (Figura 7). Inicialmente se encontré una correlacion entre la data
de la muerte y la expresion de dos moléculas en tejido miocardico, TNfH3 (R
0.435;P<0.05) y MYL3 (R= -0.731; P<0.01). Cuando esta correlacién se estudié

por zonas cardiacas, para TNNI3 se observdé que existia una relacion data-
expresion para las muestras procedentes de ventriculo derecho, mientras que para
MYL3, esta correlacion se presentaba en todas las zonas cardiacas estudiadas
(Tabla 7).
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Tabla 7.Estudios de correlacién entre la data de la muerte y la expresion géfifida @ TNNI3
y MYL3 en muestras de tejido miocardico.

Zona
Molécula  Cardiaca R P

TNNI3 ™ @ -0,435 <0,05

VDL -0,504 <0,01
VDA 0365 __ <005

MYL3 ™ 2 -0,731 <0,01
VIA -0,545 <0,01
VIP -0,563 <0,01
TIV -0,527 <0,01
VDL -0,728 <0,01
VDA -0,689 <0,01

#TM: Tejido miocardico, media de las 5 zonas cardiacas

Por ultimo, y en relacion a la data de la muerte, comparamos la expresion de las

diferentes moléculas, separando la muestra en dos grupos de data de muerte:

- Cadaveres de menos de 12 horas de data (n=11).

- Cadaveres con mas de 12 horas (n=19).

No encontramos diferencias en los niveles de expresion, para TNNI3 (Figura 7A),
no para TGFB1 (Figura 7D). Sin embargo, si se hallaron diferencias
estadisticamente significativas en la expresion de MYL3 (Figura 7B), en muestras
de tejido miocérdico (1.95 + 0.66 vs. 1.07 + 0.77; P<0.05), y en sangre (0.59 +
0.88 vs. 6.78 + 9.44; P<0.05), segun la data

Se observaron diferencias similares en la expresion de VEGFA en sangre entre los
dos grupos de data (Figura 7E; 0.76 + 0.45 vs. 1.58 + 0.99; P<0.01), y en la
expresion de MMP9 en liquido pericardico (Figura 7C; 0.78 + 0.67 vs. 3.48 +
5.02; P<0.05).
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Figura 7. Expresion relativa de TNNI3 (A), MYL3 (B), MMP9 (C), TGFBL1 (D) y VEGFA (E) (2

4% en tejido miocardico, sangre y liquido pericardico en casos con data de menos de 12 horas o

mayor de 12 horas. *Diferencias estadisticamente significativas en la expresion génica de MYL3
en tejido miocéardico y en **sangre (P<0.05) (B). *** Diferencias estadisticamente significativas
en la expresion génica de MMP9 en liquido pericardico (P<0.05) (C). **** Diferencias

estadisticamente significativas en la expresion génica de VEGFA en sangre (P < 0.01) (E).
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En este trabajo también se valord si podria existir una relacion entre la expresion
génica de las distintas moléculas diana y el sexo, no encontrandose diferencias
estadisticamente significativas en los niveles de expresién entre hombres y
mujeres. Ademas, se considerd la posibilidad de que la expresion pudiera estar
influenciada por la edad. En este sentido se hicieron estudios para valorar la
relacion entre las expresiones génicas de las moléculas diana consideradas, y la
edad de los individuos en el momento del fallecimiento, sin que se hallara
correlacion entre ambas. Cuando la muestra se analizé estableciendo tres grupos
de edad: <45 afos, 45-65 afos y > de 45 afos, no se encontraron diferencias
estadisticamente significativas en la expresion de las moléculas diana, entre los

distintos grupos de edad.

1.2.3 Expresion génica. Comparacion de resultados entre

muestras de tejido miocardico, sangre y liquido pericardico.

Se compard, en un primer lugar, la expresion relativa de las diferentes
moléculas diana en relacion a los distintos tipos de muestra (tejido miocardico,
sangre Y liquido pericardico), y en un segundo lugar, se analizé esta expresion en
las diferentes zonas cardiacas.

En tejido miocardico, se encontré una correlacion entre la expresion relativa de las
moléculas de inflamacion y angiogénesis (MMP9, TGFB1 y VEGE)(®22-
0.621;P<0.05) (Figura 8A). También se observé una correlacién, en muestras de
sangre, entre la expresion de TNNI3 y MYLZ£F0.429; P<0.05) (figura 8A), y

en la expresién de MYL3 en sangre y liquido pericardict=(R383; P<0.05)
(Figura 8A).

Por otro lado, cuando analizamos la expresion de las moléculas diana (TNNI3,
MYL3, MMP9, TGFB1 y VEGFA), en las diferentes zonas cardiacas
encontramos que los niveles de expresion son similares para todas ellas, no
existiendo diferencias estadisticamente significativas entre areas (Figura 8B). No
obstante, si se han detectado correlaciones para la expresion de todos los genes

diana entre todas las zonas cardiacas (Tabla 8).
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Figura 8. Expresion relativa de TNNI3, MYL3, MMP9, TGFB1, y VEGFAYS) en tejido
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entre la expresion relativa de MMP9, TGFB1 y VEGE (R522-0.621; P<0.05). ** Correlacion

en sangre entre la expresion relativa de TNNI3 y MYL3=(R.429; P<0.05). *** Correlaci6n

entre la expresion relativa de MYL3 en sangre y en liquido pericardfcoQR83; P<0.05). ****

Correlacion entre las diferentes zonas cardiacas para la expresion relativa de todas las moléculas
estudiadas (Valores en Tabla 8; P<0.05).
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Tabla 8. Estudios de correlacién de expresion génic¥{p entre las distintas zonas cardiacas
(VIA, VIP, TIV, VDL, VDA) para los diferentes genes diana.

Molécula R? P
TNNI3 0,37-0,61 <0,05
MYL3 0,42-0,68 <0,05
MMP9 0,43-0,84 <0,05
TGFB1 0,56-0,64 <0,01

VEGFA 0,38-0,81 <0,05

1.3Expresién génica y causas de muerte

Como ya se ha establecido, en nuestro trabajo, la poblacién de estudio se clasifico
en cuatro grupos en relacién a la causa de la muerte, siempre después de que
realizarse una autopsia completa, detallada y minuciosa, tal y como ha sido

establecido en los estandares Europeos [2, 4, 9, 37, 39-43].

Basandonos en antecedentes clinicos previos al fallecimiento, a la informacién
obtenida durante el levantamiento del cadaver, a la autopsia y a los hallazgos
toxicolégicos e histopatoldgicos, los individuos fallecidos se clasificaron, de
acuerdo a la similitud del mecanismo fisiopatolégico de la causa de la muerte, en:
muertes subitas cardiacas isquémicas (14 casos-47%); politraumatismos (7 casos-
23%); asfixias mecanicas (6 casos-20%); y otras muertes naturales (3 casos-10%).

Para estos cuatro grupos de causa de muerte se estudié y comparo la expresion
génica de los cinco genes diana: TNNI3, MYL3, MMP9, TGFB1 y VEGFA.

En la tabla 9 podemos observar los niveles medios de expresion relativa (£

desviacion estandar) de cada una de estas moléculas y para cada grupo de causa

de muerte.
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Tabla 9. Expresion relativa (3°“)® de TNNI3 y MYL3 (A), y de MMP9, TGFB1 y VEGFA (B)
en tejido miocardico (TM), sangre y liquido pericardico (LP) en los cuatro grupos de causa de
muerte: Muerte subita cardiaca isquémica (MSCi), politraumatismo (PT), asfixia mecanica (AM) y

otras muertes naturales (OM).

) TNNI3 MYL3

N ™ SA LP ™ SA LP
MSCi 14 1,26#0,56 4,068,17 4,42+4,28 1,44+0,85 40,25+78,70 1,24+143
PT 7 1424073 0,42:0,38 4,71%6,36 1,44+1,08 59,04+151,16 9,74+22,83
AM 6 1,07+0,65 15,12+21,04 3,00+4,25 1,07+0,70 6,39+13,16 11,37+24,73
OM 3 1,7+#034 121x133 0,71#1,03 175058 0,16+0,12  0,71+0,48

(B) MMP9 TGFB1 VEGFA
N ™ SA LP ™ SA LP ™ SA LP
MSCi 14 1,93+2,10 2,34+4,52 1,07+1,24 1,76+1,20 2,77+2,21,38+0,61 1,71+2,07 1,15+0,74 2,08+3,32
PT 7 15,61+24,08 3,60+2,84 2,22+2,00 1,37+0,87 0,65+0,540,87+0,46 2,26+2,22 1,70+1,34 1,36+0,60
AM 6 3,02+2,05 1,35+1,5212,61+20,94* 1,34+0,91 1,26+0,830,92+0,44 1,02+0,53 1,47+0,92 0,86+,043
oM 3 0,99+0,57 1,29+0,82 1,43#1,19 1,08+0,15 1,09+0,32,66+0,83 1,48+1,09 1,05+0,67 1,01+0,50

% os resultados se expresan como la media * la desviacion estandar. *Diferencias estadisticamente significativas en la
expresion relativa de MMP9 en liquido pericardico en casos de muerte por asfixia mecanica.

Al analizar estos resultados cabe destacar que, atendiendo a los grupos de causa
de muerte, la expresion de TNNI3 en sangre es mayor en muertes por asfixia
mecanica, y menor en liquido pericardico en los casos de otras muertes naturales.
Para MYL3 su expresibn en sangre es mayor en casos de MSCi y
politraumatismos, en comparacion con los otros grupos de causa de muerte, y es
mayor en casos de politraumatismo y asfixia en liquido pericardico. Para MMP9
la expresion en tejido es superior en muertes por politraumatismo, y en liquido
pericardico es mayor en asfixias mecanicas. Entre estas diferencias detectadas en
nuestros casos, solo se han encontrado diferencias estadisticamente significativas
en la expresiéon relativa de MMP9 en liquido pericardico para las muertes por
asfixia mecanica, en las cuales la expresion de esta molécula en este fluido es
mayor en comparacion con otras causas de muerte (P<0.05) (Figura 9). La
expresion relativa de TGFB1 y VEGF en los diferentes grupos de causa de muerte

es muy homogénea, sin que existan diferencias entre ellas.
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Causa de la muerte

IMuerte subita cardiaca
iguémica
Politraumatizmo

Asfinia mecanica®
Otrag muertes naturales

30+

20

Expresion relativa MIMP9 (2"-ddCt)

T T T
Tejido mincardico Sangre Liquido petiardico™

Muestras

Figura 9. Expresion relativa de MMP9 en tejido miocardico, sangre y liquido pericardico, por
grupos de causa de muerte: muertes sUbitas cardiacas isquémicas, politraumatismo, asfixia
mecdanica, y otras muertes naturales. *Diferencias diferencias estadisticamente significativas en la

expresion relativa de MMP9 en liquido pericardico para las muertes por asfixia mecénica (P<0.05)

También se estudio, en relacién a causa de la muerte, la expresion relativa de las

diferentes moléculas comparando las diferentes zonas cardiacas (Tabla 10).

Se puede observar que los resultados de expresion relativa son bastante
homogéneos, en relacion a la causa de la muerte, para las diferentes moléculas
estudiadas y para las diferentes zonas consideradas, no encontrandose diferencias
estadisticamente significativas en la expresion de ningun gen diana entre los

cuatro grupos de causa de muerte, para las diferentes zonas cardiacas.
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Tabla 10. Expresion relativa (3°“)® de TNNI3, MYL3(A), y de MMP9 y TGFB1 (B) y VEGFA
(C) en las diferentes zonas cardiacas (VIA, VIP, TIV, VDL, VDA), en los cuatro grupos de causa
de muerte: Muerte sUbita cardiaca isquémica (MSCi), politraumatismo (PT), asfixia mecanica

(AM) y otras muertes naturales (OM).

(A) TNNI3 MYL3

VIA VIP TIV VDL VDA VIA VIP TIV VDL VDA
MSCi 1,20£0,71 1,21%0,72 1,29+1,23 1,41+1,39 1,20¢0,81  1,38+1,31 1,43+0,99 1,62+1,44 1,40+0,89 1,37+1,03
PT  2,15+1,95 1,39+1,12 1,470,901 1,1240,67 0,97+0,54  1,75+1,99 1,42+1,23 1,66+1,72 1,30£0,75 1,05:0,41
AM  0,6620,21 1,05:0,62 1,08+0,94 1,59+1,99 0,99:+0,30  1,31%1,10 1,35+1,62 0,730,47 0,80£0,63 1,14+1,04
OM  1,37+1,10 2,03+0,86 2,08+0,81 1,19+0,60 1,82+0,70  1,85+1,42 1,76+0,30 1,92+0,57 2,18+0,96 1,03:0,52

(B) MMP9 TGFB1
VIA VIP TIV VDL VDA VIA VIP TIvV VDL VDA

MSCi  1,48+1,37 2,28+3,71 2,45+3,56 2,30£3,06 1,13+1,20 1,32+0,91 1,68+1,38 2,10+2,79 2,14+2,03 1,55+1,56
PT 10,75%12,03 5,99+6,90 21,34+36,61 18,04+38,89 21,95+32,87 1,92+2,13 1,24+1,15 1,53+1,31 1,08+0,98 1,10+0,72
AM 1,67+1,93 1,90+1,83 1,86+2,17 7,04+7,24 2,66+2,67 0,91+0,3588+0,37 1,78+2,19 1,61+1,57 1,53+1,06
oM 0,87+0,75 0,91+0,69 1,24+1,11 0,21+0,19 1,71+0,89 0,84+0,14 1,01+0,47 0,73+0,32 1,25+0,95 1,59+0,69

(©) VEGFA
VIA VIP TIV VDL VDA
MSCi  1,50+1,89  1,71+2,37  2,94+4,38  1,28+0,98  1,15+1,15
PT  1,72¢1,30  1,47+0,91  3,25+3,62 2,68+3,72  2,17314
AM  098:0,62 0,87:0,74  1,31#1,07 1,05:0,82  0,870,39
OM  0,87#0,31  1,06¢0,68 1,28+1,12  1,20%0,26  2,97+3,64

¥ os resultados se expresan como la media + desviacion estandar

Dentro del grupo de causa de muerte MSCi, se llevdé a cabo una subdivision,
diferenciando aquellos casos en los que existia un diagnostico anatomopatolégico
de IAM (establecido por el hallazgo de necrosis de miocardiocitos en el estudio
microscépico con H&E del corazén, o bien por la existencia de infiltrado
inflamatorio agudo o subagudo), de los que no lo tenian (casos diagnosticados
como MSC de origen isquémico, por la presencia de signos inespecificos de
isquemia y/o infarto de miocardio antiguo, con evidencia de cardiopatia
isquémica severa, y con antecedentes personales de cardiopatia isquémica, una

vez descartadas otras causas de muerte).
Cuando se analiz6 la expresion relativa de las diferentes moléculas entre el grupo

de MSCi (n=5) con al grupo de MSCi+IAM (n=9), en tejido miocardico, sangre y

liquido pericardico, no se encontraron diferencias estadisticamente significativas,
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siendo los valores de expresion para las diferentes moléculas muy similares
cuando se comparan los casos de MSCi con los de MSCi con IAM. Solo llama la
atencion que para la MYL3 la expresion relativa en sangre es mayor en los casos

de MSCi sin IAM, aunque no existe significacion (Tabla 11).

Tabla 11.Expresion relativa (2°)* de TNNI3 y MYL3 (A) y de MMP9, TGFB1 y VEGFA (B)
en tejido miocardico (TM), sangre y liquido pericardico (LP) en casos de muerte subita cardiaca

isquémica (MSCi; n=5) y de muerte subita cardiaca isquémica con IAM (MSCi+IAM; n=9).

(A) TNNI3 MYL3
™ Sangre LP ™ Sangre LP
MSCi 1,27+0,62 4,06+8,17 4,42+4,28 1,20+,0780,25+78,70 1,24+1,42

MSCi+IAM  1,25+0,49 6,249,02  3,69+6,17 1,88+0,85 5,04+8,84 0,94+1,03

(B) MMP9 TGFB1 VEGFA
™ Sangre LP ™ Sangre LP ™ Sangre LP
MSCi 2,0242,5 2,34+4,521,07+1,24  1,84+1,23 2,77+2,211,38+0,61 1,27+0,86 1,15+0,74 2,08+3,32

MSCi+IAM  1,77+1,28 1,85+2,76 0,53+0,40 1,61+1,27 1,00+0,231,11+0,56  2,52+3,36 0,81+0,60 0,73+0,28

®Los resultados se expresan como la media + la desviacion estandar.

Cuando se realiz6 una comparacion de la expresion relativa entre estos dos
subgrupos de causa de muerte por zonas cardiacas, de forma general no se
aprecian diferencias importantes en la expresion cuando se comparan las MSCi y
las MSCi con IAM (Tabla 12), sin embargo si se encontraron diferencias
estadisticamente significativas entre ellas, de modo que la expresion de MMP9
(Tabla 12; Figura 10A) y de VEGFA (Tabla 12; Figura 10C), en muestras de la
pared lateral de ventriculo derecho es mayor en casos de MSCi con IAM, que en

aquellos casos que no tienen IAM (P<0.05).
Por otro lado, la expresion de TGFB1 (Tabla 12; Figura 10B) en el tabique

interventricular es mayor en MSCi sin IAM (por tanto menor en MSCi con IAM)
(P>0.05).
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Figura 10. Expresion relativa (¥°) de MMP9, TGFB1 y VEGFA en las diferentes zonas
cardiacas por grupos de causa de muerte: muertes subitas cardiacas isquémicas (MSCi) y muertes
subitas cardiacas isquémicas con IAM. *Diferencias diferencias estadisticamente significativas
entre los grupos de MSCi y MSCi con IAM en la expresion relativa de MMP9 en VDA, de
TGFB1 en TIV y de VEGFA en VDA (P<0.05).

118



Tabla 12.Expresion relativa () de TNNI3, MYL3(A), de MMP9 y TGFB1 (B) y de VEGFA

(C) en las diferentes zonas cardiacas (VIA, VIP, TIV, VDL, VDA), en casos de muerte slbita
cardiaca isquémica (MSCi; n=5) y de muerte sibita cardiaca isquémica con IAM (MSCi+IAM;
n=9).

(A) TNNI3 MYL3
VIA VIP TIV VDL VDA VIA VIP TIV VDL VDA
MSCi 1,26+0,83 1,29+0,85 1,50+1,49 1,17+0,85 1,13+0,81 1,11+1,02 1,12+0,77 1,20+1,37 1,37+1,02 1,19+0,62
MSCI+IAM  1,10+0,50 1,07+0,45 0,90+0,45 1,86+2,10 1,33+0,88 1,86+1,74 1,99+1,18 2,38+1,37 1,44+0,68 1,69+1,57

(B) MMP9 TGFB1
VIA VIP TIV VDL VDA VIA VIP TIV VDL VDA

MSCi 1,43+1,59 2,89+4,49 3,26+4,26 1,93+3,38 0,60+0,62 1,32+0,80 1,76+1,53 2,92+3,25* 2,01+1,82 1,20+1,28
MSCI+IAM  1,57+1,01 1,19+1,44 1,00+0,80 2,99+2,58 2,08+1,48*  1,30+1,20 1,53+1,22 0,64+0,32 2,39+2,582,18+1,96

© VEGFA

VIA VIP TIV VDL VDA

MSCi 1,10+0,77 1,18+0,75 2,27+2,7 1,10+0,62 0,72+0,27
MSCI+IAM  2,26+3,05 2,66+3,92 4,14+6,69 1,63+1,46 1,91+1,75*

% os resultados se expresan como la media + desviacién estandar. * Diferencias estadisticamente significativas en la
expresion relativa de MMP9, TGFB1 y VEGF entre las MSCi y las MSCI con |IAM (P<0.05).



2. ESTUDIOS BIOQUIMICOS: TROPONINA T CARDIACA ULTRASENSIBLE

2. Estudios bioquimicos: Troponina T cardiaca ultrasensible (cTnThs)

en sangre y liquido pericardico

En los 30 cadaveres estudiados se ha llevado a cabo la determinacion de
Troponina T cardiaca ultrasensible (cTnThs) en muestras de sangre y liquido
pericardico, siendo esta la primera vez que este tipo de analisis se llevan a cabo en
el ambito forense. Los valores obtenidos de cTnThs en sangre y liquido
pericardico en nuestras muestras postmortem se muestran en la tabla 13. Debemos
considerar que, en la practica clinica, y para el diagndéstico del IAM, los valores de
normalidad para la cTnThs en sangre se encuentran entre 0 y 14 ng/L. En primer
lugar debemos destacar que tanto en sangre como en liquido pericardico se han
obtenido valores marcadamente mas altos que los que se manejan en el vivo
(Tabla 13; rango de cTnThs de 3-10000 ng/L para sangre y de 872-50000 ng/L
para liquido pericardico) no pudiendo por tanto ser comparados con estos. Cabe
también destacar que los valores obtenidos en liquido pericardico son mayores
gue en sangre, siendo estos del orden de 16 veces mayores (Tabla 13, media de
cTnThs en sangre de 1847 ng/L y en liquido pericardico de 29677 ng/L). Cuando
se estudio la relacion entre los niveles de cTnThs en sangre y el liquido
pericardico se pudo observar la existencia de una correlacién entre ambos (Tabla
13; R= 0.449; P<0.01).

Tabla 13.Niveles postmortem de Troponina T cardiaca ultrasensible (cTnThs) en sangre y liquido
pericardico (LP) postmortem.

cTnThs? Rango Media+D.E.
Sangre* 3-10000 1847+3164
LP* 872-50000 29677+19336

% os resultados se expresan como la media + desviacion estandar y las concentraciones de cTnThs estan expresadas en

ng/L.*Correlacion entre los niveles de cTnThs en sangre y en liquido pericar8ic.4R9; P<0.01)

Como aspecto de gran relevancia en todos los estudios forenses, se estudié la
relacion entre la data de la muerte y, en este caso, los niveles de cTnThs en ambos
fluidos postmortem, encontrandose una correlacion entre el intervalo postmortem
y los niveles de liquido pericardico ¥R0.402; P<0.01), es decir a méas data,

mayores son los niveles de cTnThs, y viceversa. También se considerd la
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influencia del sexo y de la edad en el momento de la muerte sobre los resultados
obtenidos para la cTnThs, no encontrdndose diferencias estadisticamente

significativas.

El siguiente punto fue estudiar los valores obtenidos de cTnThs en sangre y en
liguido pericérdico en relacion a las cuatro causas de muerte consideradas en
nuestro estudio: Muerte suUbita cardiaca isquémica (MSCi), politraumatismo,

asfixia mecanica y otras muertes naturales (Tabla 14 y Figura 11).

Tabla 14. Niveles postmortem de Troponina T cardiaca ultrasensible (cTnThs) en sangre y liquido
pericardico (LP) en los cuatro grupos de causa de muerte: Muerte sibita cardiaca isquémica

(MSCi), politraumatismo, asfixia mecanica y otras muertes naturales.

cTnThs?
SA LP*
MSCi 1651+3004 32672+19110
POLITRAUMATISMO 4310+4197 37932+15538
ASFIXIA MECANICA 265+425 26312+19529
OTRAS MUERTES* 174194 340742219

% os resultados se expresan como la media + desviacion estandar y las concentraciones de cTnThs estan expresadas en
ng/L.*Diferencias estadisticamente significativas en los niveles de cTnThs en el grupo de otras muertes naturales, frente al

resto de causas de muerte (P<0.05).

En sangre, los mayores niveles de cTnThs se encuentran en las muertes por
politraumatismo (Tabla 14; media de 4310 ng/L), seguidas de las MSCi (Tabla

14; media de 1651 ng/L), siendo los valores considerablemente menores en las
asfixias mecanicas (Tabla 14; media de 265 ng/L), y sobre todo en el grupo de
otras muertes naturales (Tabla 14; media de 174 ng/L), sin que se hayan podido
encontrar diferencias estadisticamente significativas en los niveles de ¢cTnThs en

sangre entre los diferentes grupos de causa de muerte.

En liquido pericéardico, los mayores niveles de cTnThs se hallaron también en los
casos de muertes por politraumatismo (Tabla 14; media de 37932 ng/L),
obteniéndose valores muy cercanos en las MSCi (Tabla 14; media de 32672

ng/L), y algo menores en los casos de asfixia mecénica (Tabla 14; media de 23312
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ng/L). Los valores de cTnThs obtenidos en liquido pericardico en el grupo de
otras muertes naturales fueron muy inferiores en comparacion con los otros tres
grupos de causa de muerte (Tabla 14; media de 3407 ng/L), existiendo diferencias

estadisticamente significativas en este sentido (Tabla 14 y Figura 11; P<0.05).

Causa de la Muerte

Muerte subita cardiaca
iscuémica
Politravumatismo

Asfixia mecanica

Otras muettes naturales™

50000+

40000~

30000

20000+

Niveles de ¢cTINThs (ng/L)

10000+

=
. -
T T
Hangre Liguido pericardico®
Fluidos

Figura 11.Niveles de Troponina T cardiaca ultrasensible (cTnThs) en sangre y liquido pericardico

por grupos de causa de muerte: muertes subitas cardiacas isquémicas, politraumatismo, asfixia
mecdanica, y otras muertes naturales. *Diferencias diferencias estadisticamente significativas en los
niveles de cTnThs en liquido pericardico entre el grupo de otras muertes naturales y el resto de

causas de muerte (P<0.05).

Posteriormente se compararon los niveles de cTnThs en sangre y liquido
pericardico, entre los subgrupos de MSCi (n=5) y de MSCi con IAM (n=9) (Tabla

15 y Figura 12). En sangre los valores de cTnThs fueron mas de 2,5 veces
mayores en el grupo de MSCi con IAM (Tabla 15; media de 1027 ng/L) en
relacion a las MSCi sin IAM manifiesto (Tabla 15; media de 2776 ng/L), aunque
estas diferencias no fueron estadisticamente significativas. En liquido pericardico
los resultados obtenidos fueron muy similares para los dos subgrupos de causa de
muerte (Tabla 15; MSCi media de 33354 ng/L; MSCi+IAM media de 31443
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ng/L) sin que se encontraran diferencias estadisticamente significativas entre

dlos.

Tabla 15. Niveles de postmortem de Troponina T cardiaca ultrasensible (cTnThs) en sangre y
liquido pericardico (LP) en los dos subgrupos de causa de muerte: Muerte subita cardiaca

isquémica (MSCi) y Muerte Subita cardiaca isquémica con IAM (MSCi+IAM)

cTnThs?
Sangre LP*
MSCi 102712049 33354116402
MSCi+IAM 27764299 31443+25414

% os resultados se expresan como la media + desviacion estandar, y las concentraciones de cTnThs estan expresadas en

ng/L.
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Figura 12. Niveles de Troponina T cardiaca ultrasensible (cTnThs) en sangre y liquido pericardico
en los subgrupos de causa de muerte: muertes subitas cardiacas isquémicas (MSCi) y Muerte

Subita cardiaca isquémica con IAM (MSCi+IAM).
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3. Expresion génica y estudios bioquimicos: Analisis de la relacion entre

ellos

En este apartado se ha estudiado la relacién entre los resultados obtenidos en
los andlisis de expresion y los resultados que se desprendieron de los estudios
biogquimicos de troponina T cardiaca ultrasensible (cTnThs). Este andlisis se
realiz6 comparando los niveles de expresiéon de cada molécula diana (TNNI3,
MYL3, MMP9, TGFB1 y VEGFA) en tejido miocardico, sangre y liquido
pericardico, con los valores de cTnThs en sangre y en liquido pericardico. No se
encontraron correlaciones entre los niveles de expresion de TNNI3, MYL3,
MMP9 y TGFB1 y los valores de cTnThs para ningun tipo de muestra. Si se
detectdé una correlacion entre la expresion génica de VEGFA en liquido
pericardico y los valores de cTnThs en el mismo fluide= (®393; P<0.05), de
modo que a una mayor expresion de VEGFA mayor cantidad de cTnThs, y

viceversa.
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V. DISCUSION

1. Estudios de expresion génica

En este trabajo se ha determinado por primera vez la expresion génica de
varios genes en tejido miocardico humano, sangre procedente de vena femoral
y liquido pericéardico, valorando ademas su estabilidad postmortem. Usando
PCR cuantitativa en tiempo real (qQPCR), se ha mapeado, en diferentes zonas
cardiacas Y fluidos corporales, la expresiéon de moléculas relacionadas con el
dafio miocéardico de origen isquémico y la posterior reparacion de este:
troponina | cardiaca (TNNI3), cadena ligera de la miosina cardiaca (MYL3),
metaloproteinasa de matriz 9 (MMP9), factor de crecimiento transformante
beta 1 (TGFBL1), y factor de crecimiento del endotelio vascular A (VEGFA).

1.1Cantidad, calidad e integridad postmortem de ARNmM, en tejido

miocardico, sangre y liquido pericardico

Cuando se realizan estudios de expresion en muestras humanas, y mas aun
cuando estas proceden de cadaveres, se deben tener en cuenta numerosas
precauciones. Inicialmente es esencial prevenir la degradacion del ARNm, para lo
que es fundamental realizar una adecuada recogida, almacenaje, manipulacion y
procesamiento de las muestras que seran objeto de estudio, evitando siempre la
presencia de cualquier cuerpo o elemento extrafio que puedan afectar a la
integridad del ARNm. Las diferentes muestras de un mismo tipo deben ser
tomadas siempre en el cadaver en lugares analogos para evitar asi posibles
interferencias en relacion al lugar de la toma, y se deben recoger en ausencia de
signos macroscopicos de putrefaccion. ElI almacenaje de muestras previo al
analisis, debe realizarse a la temperatura minima de -70°C. Posteriormente,
durante el analisis de las muestras, tanto para la extraccion del ARNm, la
retrotranscripcion a ADN y la PCR cuantitativa, siempre se deben mantener las
superficies de trabajo libres de ARNasas, para lo que en nuestro caso empleamos
un producto especifico de limpieza,RiNlase Away®Ademas, como se hizo en
nuestro estudio, se ha de tener un espacio de trabajo dedicado exclusivamente a la
manipulacion del ARNm, y s6lo se han de emplear materiales y productos (tubos,
puntas de pipeta, racks, agua libre de ARNasas, etc.) especificos para el analisis

de ARNm [157-159]. Estas mismas precauciones debemos tenerlas cuando
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1. ESTUDIOS DE EXPRESION GENICA

analizamos la cantidad, la calidad y la integridad del ARNm. En nuestro trabajo se
han tenido en cuenta todos estos detalles previamente al analisis y durante el

mismo.

Tras la extraccion de ARNm, el rango de rendimiento en tejido miocardico fue de
259.2-464.2 ng de ARNm/mg de tejido (Tabla 3), obteniéndose valores similares

a los que se han podido observar en otros trabajos [154], y siendo, ademas, estos
considerados suficientes para que se puedan llevar a cabo con posterioridad
estudios de expresion. En fluidos postmortem, el rendimiento obtenido en la
extraccion de ARNm, fue mayor en comparacion con el tejido miocéardico (288-
4800 ng ARNm/ml de sangre y 976-8192 ng ARNm/ml de liquido pericardico).

En este sentido debemos de tener en cuenta que no existen trabajos previos en los
que se haya estudiado la expresion de genes en estos fluidos postmortem, por lo

gue no es posible comparar nuestros resultados con los del cualquier otro estudio.

Una vez considerado el rendimiento obtenido en la extraccion de ARNm, el
siguiente paso en cualquier estudio de expresion debe ser la medida de la calidad
del ARNm, es decir valorar cual es el grado de contaminacion de nuestras
muestras; contaminacion que se produce sobre todo por la permanencia, al final
del proceso de extraccion, de restos biolégicos, basicamente de proteinas celulares
y de membrana. Este paso es fundamental, ya que estos elementos que
contaminan la muestra pueden interferir de manera muy significativa en la
posterior amplificacion del ARNm mediante qPCR. La estimacion de la calidad
de una muestra de ARNm se lleva a cabo midiendo en la misma la ratio de
absorbancia 260/280 nm, de modo que si obtenemos valores de entre 1.9y 2.1
podremos afirmar que se trata de una muestra de alta calidad [157, 160, 161]. En
nuestro trabajo los valores de esta ratio obtenidos, tanto en muestras de tejido
miocéardico como en fluidos postmortem oscilaron entre 1.8 y 2.1 (Tabla 3),
resultado que nos confirma que nuestras muestras de ARNm son de una buena
calidad, es decir no estan contaminadas o la contaminacion de estas es minima.
No encontramos correlacion entre la ratio 260/280 nm y el rendimiento de ARNm
obtenido en nuestras muestras, por tanto podemos afirmar que el grado de
contaminacion de una muestra (siempre que esta sea pequefia 0 minima) no afecta

a la cantidad de ARNm que podamos obtener de ella.
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Por otra parte, cuando comparamos la ratio 260/280 nm obtenida en las diferentes
zonas cardiacas pudimos observar que existia una correlacion positiva entre ellas
(R°=0.5-0.8; P < 0.01) (Figura 2B). En este punto considgter se ha optado por

volver a reproducir algunas de las figuras que se presentaron en el apartado de

resultados, con la misma numeracion, en aras de una mejor comprension.

®
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Zonas cardiacas

Figura 2B. Ratio de absorbancia 260/280 nm en las cinco zonas cardiacas. **Correlacion en la

ratio de absorbancia entre las distintas zonas cardiatas)(B-0.8; P < 0.01)

En consecuencia, la existencia de un ARNm de buena calidad, en una zona
cardiaca en particular, esta asociada a una calidad similar de esta molécula en
otras zonas cardiacas; hay por tanto, una uniformidad en la calidad de las muestras
de tejido miocardico independientemente de donde esta haya sido tomada. Este
resultado es de gran interés cuando trabajamos con tejido miocardico, ya que
especificamente el aislamiento de ARNm a partir de tejido muscular del corazon,
presenta importantes dificultades, sobre todo debido a la abundancia de las
proteinas contractiles, tejido conectivo, y colageno en este tipo de tejido. Por este
motivo hemos usado un kit de extraccion de ARNm especifico para tejido fibroso
(RNeasy Fibrous Tissue Mini Kit)Debemos saber que la presencia de estas
proteinas puede interferir tanto en el aislamiento de ARNm, como es su posterior
amplificacion con gPCR, y por ello su eliminacién es un paso fundamental

durante el proceso de extraccion, requiriendo este una fase de tratamiento con una
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enzima tipo proteasa. Sin embargo, se debe tener cuidado para asegurar que la
digestion con proteasa se lleva a cabo bajo condiciones que no conducen a la
degradacion del ARNm [157, 160, 161]. En el caso de que una vez finalizada la
extraccion de ARNm quede en la muestra una contaminacion importante,
expresada por un valor de ratio 260/280 nm muy bajo o muy alto, existe la
posibilidad de descontaminar esa muestra, para lo que existen protocolos y kits
comerciales especificos que nos permiten purificar, y por tanto recuperar una
muestra muy contaminada. Destacar que aunque la ratio de absorbancias 260/280
nm proporciona una muy buena indicacion de la pureza, calidad o grado de
contaminacion de una muestra por compuestos organicos, no nos indica en
absoluto el grado de integridad del ARNm [163], de modo que una muestra de
ARNmM puede estar muy limpia, libre de contaminantes, pero el ARNm que la
integra puede estar degradado, roto, fracturado, no siendo por tanto susceptible de

amplificacion por gPCR, ya que los resultados obtenidos carecerian de fiabilidad.

Cuando analizamos muestras humanas, y mas aun en casos de muestras
postmortem, se ha de ser muy cuidadoso en la interpretacion cuantitativa de la
expresion génica, dado que un ARNm de baja integridad puede llevar a resultados
erroneos [150, 157-159, 162]. Por ello la determinacion de la integridad del
ARNmM es un paso crucial para poder hacer un analisis de expresién génica
efectivo. El grado de integridad de una muestra de ARNm se puede medir a través
del calculo de un valor de RIRNA integrity number¥iendo en la actualidad

este método, el recomendado para este fin [150, 158, 159, 163-166]. Este valor de
RIN se obtiene de la aplicacion de un algoritmo [162], mediante el cual se asigna
un valor de integridad a las muestra de ARNm estudiada. El instrumento
empleado para tal estimacion eBe&-Analyzer 2100 (Agilent TechnologieE)

rango de valores de RIN que se pude asignar a una muestra oscila entre 1 y 10,
significando 1 que la muestra tiene un ARNm totalmente degradado, y 10 que
este estd completamente integro, siendo lo recomendado el uso de muestras de
ARNmM con el mayor valor de RIN posible [150, 158, 159, 163-166]. En este
sentido es fundamental tener en cuenta que el minimo valor de RIN que podemos
considerar para hablar de un ARNm no dafiado, y por tanto susceptible de

amplificacion mediante gPCR, esta entre 3.95 y 5, segun se recoge en diferentes
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trabajos [157, 163, 167]. De este modo, aunque la degradacion postmortem del
ARNmM es un proceso complejo, la verificacion de la integridad del ARNm

requiere un estudio sistematico, antes de cualquier amplificacion génica.

En nuestro trabajo encontramos unos valores muy similares de RIN en muestras
de tejido miocardico (7.4+1.1) (Tabla 3 y Figura 2), pudiéndose observar que el

valor de RIN en muestras de sangre venosa femoral y de liquido pericardico

(4.25+2.04 y 5.62+1.63 respectivamente) fue menor que en tejido (Tabla 3 y

Figura 13).

1 :

1 1 I
Tejido miocardico Sangre Liguido pencardico

Figura 13. Valores de RIN en tejido miocardico, sangre y liquido pericéardico.

El resultado obtenido nos permite afirmar que el ARNmM se conserva mas integro
en tejido miocardico que en fluidos. Este hecho puede estar en relacion a que, en
primer lugar, la estructura fibrosa del corazén protege méas a la célula haciendo de
barrera con el ambiente extracardiaco [155], protegiendo a su vez al ARNm de la
degradacion, y en segundo lugar, en los fluidos hay una mayor exposicion de las
moléculas de ARNm, a nucleasas enddgenas especificas y no especificas, que
estan libres en sangre y en liquido pericardico. Ademas, otro hecho, que puede
explicar estos hallazgos, es que como ya sabemos, la putrefaccidon se inicia antes
en fluidos que en tejidos, y puede que la influencia de ribonucleasas de origen

bacteriano que se liberan en la fase mas precoz de la putrefaccion de estos fluidos
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las que también contribuyan a que encontremos un ARNm mas degradado que en

tejido miocardico [144].

Junto con este hallazgo, hemos podido observar que existe una correlacién en los
valores de RIN entre sangre y liquido pericardict=(R4; P<0.05) (Figura 1C y

Tabla 3), de manera que podemos afirmar que este parametro tiene un
comportamiento uniforme en los fluidos, es decir unos altos valores de RIN en
sangre se correlacionan con altos valores de RIN en liquido pericardico y
viceversa, por tanto son fluidos, que en Ilo que se refiere a la

integridad/degradacion del ARNm se comportan se forma similar.

Valores de RTIN en muestras de liquido pericardico

T T T T T T T T T T
1 3 3 4 5 6 7 2 ) 10

Valores de RTIN en muestras de sangre

Figura 1C. Correlacion entre los valores de RIN en liquido pericardico y los valores de RIN en
sangre (R=0.4; P<0.05).

Ademas se ha podido constatar que existe una correlacién entre el rendimiento de
ARNmM de una muestra de liquido pericardico y el valor de RIN de esta (Figura
1A y Tabla 3, B=0.5; P<0.01), este hecho implica que en este fluido, cuando se
obtiene mas cantidad de ARNm, este suele ser de mayor calidad y viceversa, es
decir la cantidad se asocia a la calidad, lo que puede estar en relacién a que el
liquido pericardico esta localizado en un compartimento estanco que lo protege, el
saco pericardico, y esta barrera [155] permite obtener mas cantidad de ARNm y

menos degradado.
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Figura 1A. Correlacion entre el rendimiento de ARNm obtenido y el RIN en muestras de liquido
pericardico (LP) (R=0.5; P<0.01).

Al analizar la relacion entre los valores de RIN de una muestra y la ratio de
absorbancia 260/280 nm obtenida en la misma, no se encontraron resultados
significativos para ningun tipo de muestra, salvo para sangre (Figura 1D, Tabla 3;
R’=0.6; P<0.01), este hallazgo nos indica que cuando una muestra de ARNm esta
menos degradada, y por tanto mas integra, la contaminacion es menor (se acerca
mas la ratio a 2.1). De este modo, en sangre, la contaminacion se asocia a la
integridad del ARNm, lo que puede estar en relacibn a que si hay mas
contaminacion, sea probablemente por que exista una mayor autolisis y
putrefaccion, lo que se puede asociar también a la presencia de ARNasas

endogenas y de origen bacteriano.

Por otro lado cuando comparamos los valores de RIN entre las distintas zonas
cardiacas (Figura 2C) y encontramos que existe una correlacion entre elas (R
0.4-0.7; P < 0.01), es decir el grado de integridad deNm es similar cuando

estudiamos en un mismo corazon distintas zonas, de manera que unos altos
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valores de RIN en una determinada zona miocardica se asocian con una valores

atos similares en las demas zonas y viceversa.
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Figura 1D. Correlacién entre la ratio de absorbancia 260/280 nm y los valores de RIN en muestras
de sangre (0.6; P<0.01).
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Figura 2C. Valores de RIN en las cinco zonas cardiacas. ***Correlacion en los valores de RIN
entre las distintas zonas cardiacas<R.4-0.7; P < 0.01).
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Por tanto el ARNm se conserva integro o se degrada de forma homogénea en las
distintas zonas cardiacas, existiendo una homogeneidad, en este sentido, dentro
del tejido miocardico. De igual modo no se ha demostrado que exista mas
degradacion del ARNm en determinadas areas miocardicas, como en principio
podriamos esperar, por ejemplo, en un individuo que tras la muerte permanece en
decubito supino, y en el que las hipostasias formadas en la pared posterior del
miocardio podrian acelerar la autolisis y la putrefaccién, y por tanto favorecer la
degradacion del ARNm, en esta localizacion, y en comparacion con otras zonas en

las que no se han producido hipostasias.

Cuando se ha analizado el RIN obtenido en las distintas zonas cardiacas en
relacion al rendimiento de cada muestra, solo se ha encontrado una correlacion

entre ambos pardmetros en el tabique interventricular (Figur&2@.4RP<0.05).

Valores de RIN en tabique interventricular

| 1 1 | 1 I
250 300 350 400 450 500 550

Rendimiento de la extraccion de ARNm en tabique interventricular

Figura 14. Correlacion entre los valores de RIN y el rendimiento de la extraccion de ARNm en

muestras de tabique interventriculaf=R4; P<0.05).

Esto quiere decir que en el tabique se obtiene una mayor cantidad de ARNm de
mayor integridad, y por tanto en este lugar la degradacion del ARNm es menor.

Este hallazgo puede estar en relacion a la localizacion interna del tabique en el
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corazoén, lo que protege mas de la autolisis a la célula y por tanto al ARNm, en
comparacion con las paredes cardiacas expuestas al espacio extracardiaco y a la

cavidad pericardica.

En nuestro trabajo, todos los resultados globales de integridad del ARNm que
hemos obtenido oscilan entre moderados y altos, siendo estos ademas valores
acordes con otros estudios [150, 154, 159], y que se puede considerar como
adecuados para someter a las muestras a una posterior amplificacion génica. Sin
embargo, aunque el ARNm degradado puede afectar a la eficiencia de gPCR y
reducir el rendimiento [157], debemos considerar, que obtener valores que
representen un ARNm intacto no necesariamente nos va a garantizar obtener unos
resultados fiables en la amplificacion de un determinado gen por gPCR, dado que
las muestras de ARNm pueden contener inhibidores que reducen la eficiencia
gPCR. Y por otro lado, los patrones de expresion de genes obtenidos a partir de
muestras de ARNm parcialmente degradadas, a veces pueden ser muy similares a
los obtenidos a partir de muestras de ARNm intactas [157]. Ademas, la
amplificacion de un producto largo (> 400 pb) es fuertemente dependiente de
ARNmM de alta calidad, que requiere un valor RIN de al menos de 5, mientras que
en los productos mas cortos, la calidad del ARNm es menos importante. Por lo
tanto, mientras que existe una relacién entre la integridad del ARNm vy la calidad
de los datos cuantitativos de expresion que podemos obtener mediante qPCR,
dependiendo del tipo de transcripto y del tejido, esta relacion no sera
completamente directa, debido a la ya mencionada influencia de multiples factores
internos y externos tanto antemortem como postmortem, los cuales siempre deben
tenerse en cuenta [152, 168, 191].

También se ha analizado la influencia de la data de la muerte tanto en el
rendimiento obtenido en la extraccion de ARNm, como en los resultados de la
ratio de absorbancia 260/280 nm y en los valores de RIN, ya que esta informacion
condiciona cualquier conclusion que pudiera obtenerse y es la primera condicidon
que hay que exigir a cualquier marcador que se emplee en el diagndstico
bioquimico postmortem: que no se vea influenciado por la data y si se ve ,que lo
haga siguiendo una ecuacion matematica, predecible, de ahi el gran interés que

tiene conocer este dato en patologia forense. En nuestro trabajo no hemos
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encontrado correlacion entre los rendimientos de la extraccion de ARNm y la data
de la muerte, en ninguna muestra estudiada, siendo estos resultados consistentes
con la literatura [154, 191]. Esto implica que en un cadaver de mayor data, y por
tanto con un mayor grado de autolisis y putrefaccion, no se obtiene una menor
cantidad de ARNm, como cabria esperar a priori. Esta afirmacion la podriamos

mantener, en nuestro caso, para datas inferiores a 24 horas.

Con respecto a la ratio 260/280 nm y la data de la muerte, hemos podido observar

que, en liquido pericardico, valores mas bajos de esta ratio se correlacionan con

datas mas largas, lo que sugiere que en liquido pericardico de cadaveres con datas
largas el ARNm tendra una calidad mas pobre, es decir estard mas contaminado

(Figura 1B y Tabla 3; &-0.7; P<0.01).
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Figura 1B. Correlacion entre la ratio de absorbancia 260/280 nm en liquido pericardico y la data
de la muerte (R-0.7; P<0.01).

Este resultado puede estar en relaciébn a que a mayor data mas autolisis, la cual
ademas se produce dentro de un espacio confinado, como es el saco pericardico,
que acumula proteinas y otros productos biologicos que pueden contaminar la
muestra. En tejido miocardico y en sangre no se encontro correlacion entra la ratio

de absorbancia 260nm/280nm y la data, es decir la duracion del intervalo
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postmortem no afecta a la calidad del ARNm en muestras de tejido miocardico y

desangre.

Por otro lado, si bien seria razonable el esperanebtvalores mas bajos RIN
(ARNm mas degradado) en muestras procedentes de cadaveres con intervalo
postmortem mas largo [149, 150, 154, 159, 192], en nuestro estudio no se observo
tal correlacién (Tabla 3), lo que nos lleva a la conclusion de que la integridad del
ARNmM en muestras postmortem se conserva, al menos durante las primeras 24
horas, siendo estas moléculas aptas para estudios de expresion de genes, incluso

después de un lapso de tiempo razonable tras la muerte.

Por ultimo hemosgle considerar que se ha analizado la influencisela y la

edad en el momento de la muerte sobre el rendimiento de ARNm obtenido de una
muestra, sobre la ratio de absorbancia 260/280 nm y sobre los valores de RIN. En
este sentido existen trabajos que recogen que el sexo y la edad pueden interferir
tanto en la cantidad de ARNm que obtengamos en una muestra, como en la
estabilidad e integridad del ARNm extraido, pudiendo, por tanto estos factores
condicionar los resultados que obtengamos en la posterior gPCR. [145, 149, 150,
152, 168]. En nuestro caso no se encontré que existiera relacion del rendimiento
de ARNm obtenido en las muestras estudiadas con el sexo o con la edad en el
momento de la muerte. Respecto a la ratio de absorbancia 260/280 nm, y a los
valores de RIN obtenidos en nuestras muestras, tampoco se ha podido demostrar

gue estén influenciados por el sexo y la edad.

1.2 Expresion génica: Aspectos generales

1.2.1 Seleccion del gen enddgeno o gen de referencia

Continuando con el siguiente punto de cualquier estudio de expresion
molecular, y que corresponderia a la realizacion de la qPCR, debemos antes
considerar que un aspecto controvertido asociado con este tipo de estudios es la
seleccion apropiada de los genes enddgenos o de referencia, paso fundamental
para una adecuada normalizacion y validacion de resultados. Ya hemos
considerado que el gen enddgeno ideal seria aquel que es expresado a un nivel
constante entre diferentes tejidos [147, 172, 173]. En nuestro trabajo el gen
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endogeno o de referencia mas estable en nuestras muestras postmortem fue
seleccionado después de la aplicacion de una estrategia de validacion. En las
zonas cardiacas y en fluidos postmortem los valores de Ct se mostraron estables
para todos los genes endégenos evaluados (GAPDH, ACTB, TBP, y CYCA)
(Tabla 4). En tejido miocardico, se encontraron resultados de Ct similares a otros
trabajos [154]. Cuando, en tejido miocardico, se estimdé la expresion de los
diferentes genes diana (TNNI3, MYL3, MMP3 y TGFB1) empleando diferentes
genes enddgenos, se obtuvieron resultados similares en los niveles de expresion,
sin que se encontraran diferencias estadisticamente significativas (Figura 3). Los
hallazgos fueron similares cuando se estudiaron los genes enddgenos en sangre y
liguido pericardico (Figuras 4 y 5), no existiendo diferencias estadisticamente
significativas en la expresion de los genes diana en funcién del gen de referencia

empleado para hacer la cuantificacion relativa de la expresion.

Por otra parte, no se encontré correlacién entre la expresion relativa de los genes
diana y la data de la muerte, para ninguno de los genes endégenos estudiados, lo
que implica que los cuatro genes son estables y que en principio cualquiera de

ellos podria ser utilizado como gen control en la cuantificacion de nuestras

muestras.

Como el nimero de genes diana estudiado en nuestro trabajo ha sido bajo (cinco
genes) se considerd que solo era necesario usar un gen endoégeno, hecho avalado
por distintos autores [193, 194]. Tras el estudio de validacién de los cuatro genes
candidatos a gen control (Figura 15), finalmente se optd por el uso de la GAPDH.
La beta actina no se empled, a pesar de mostrarse como gen muy estable en los
tres tipos de muestra, debido a que en tejido miocardico no seria un buen gen
enddgeno por posibles interferencias con la actina cardiaca. La TBPX se descarto
desde un primer momento, ya que los valores de Ct obtenidos en muestras de
tejido miocérdico, sangre y liquido pericardico fueron muy altos, lo que implicaba
una expresion minima de este gen, que en muchos casos llegaba a ser nula. La
CYCA, al ser estudiada como gen control se mostro como un gen estable, y muy
similar a la GAPDH en tejido miocardico, pero con una variabilidad algo mas

elevada, mientras que en liquido pericardico su expresion se mostré menor en
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algunas muestras, obteniéndose niveles de Ct muy altos. Finalmente, entre las
cuatro opciones posibles, la GAPDH fue seleccionada como el gen endégeno de
control mas estable en los tres tipos de muestra, siendo por lo tanto el més

adecuado para el uso en nuestras muestras.
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Figura 15. Comparacién de valores de Ct obtenidos para los cuatro genes candidatos a gen de

referencia, en muestras de tejido miocardico (A), sangre (B) y liquido pericardico (C).
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1.2.2 Expresion geénica. Influencia del rendimiento, la calidad
y la integridad del ARNm. Influencia de la data de la

muerte, el sexo y la edad.

Continuando con nuestro estudio, y comenzando con el analisis de
expresion, en términos absolutos, considerar que los valores para los rangos de
Cts del gen endbégeno (GAPDH) y de todos los genes diana se consideran
aceptables (Tabla 5), no apreciandose resultados extremos atribuibles a defectos
de la técnica, estos resultados son ademas similares a los resultados publicados

anteriormente para otros genes [154].

De acuerdo con la literatura anterior [150], se encontrd una correlacion entre los
valores Ct y los valores de RIN para GAPDH, TNNI3 y MYL3, lo que indica que
una alta integridad del ARNm en estas proteinas se relaciona con valores bajos
Cts (Figura 6), es decir cuando el ARNm no esta degradado se obtienen mayores
niveles de expresion y viceversa. Por tanto, la expresion podria estar condicionada
al grado de integridad del ARNm, hecho que valoraremos definitivamente cuando
consideremos la expresion relativa, en relacion al gen de referencia o gen
enddgeno. No se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre las
diferentes zonas cardiacas cuando se compararon los Cts obtenidos, por tanto en

términos absolutos, no hay diferencias de expresion entre zonas cardiacas.

En lo que se refiere a la expresion relativa de los diferentes genes diana respecto a
un gen de referencia (GAPDH), en primer lugar debemos considerar la influencia

de la integridad del ARNm vy de la data de la muerte de sobre la expresion génica.

Con el fin de establecer la relacion entre los niveles de expresion de génica y la
integridad del ARNm (RIN) en muestras postmortem, y tras estudiar la relacion

que existia con los Cts obtenidos, se realizaron estudios de correlacion entre las
expresiones de los diferentes genes diana y el RIN (Tabla 6, muestra los valores
para los fluidos corporales). En este sentido no se encontré correlacion para
ningun tipo de muestra, demostrando este resultado que la expresién génica de
estos genes diana no esta condicionada y relacionada con la integridad del ARNm,

tal como se publicé anteriormente [154].
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Figura 6. Valores de RIN y valores de Ct obtenidos para GAPDH (A), TNNI3 (B), MYL3 (C) en
tejido miocardico. *Correlacién entre los valores de Ct de GAPDH y los valores de RHNO(R,

P < 0.05) (A). **Correlacién entre los valores de Ct de TNNI3 Ct values y los valores de RIN (R
=0.5; P < 0.05) (B). **Correlacion entre los valores de Ct de MYL3 y los valores de EIN (R
0.5; P <0.05) (C)

Por tanto la correlacion entre los valores Ct y los valores de RIN que se encontro
paa la GAPDH, TNNI3 y MYL3, desaparece en el momento que relativizamos la
expresion respecto a un gen enddgeno. Estos resultados, ademas, demuestran que
los altos niveles de expresion génica encontrados en los fluidos corporales
postmortem no estan en relacion con la calidad de la muestra de ARNm. De este
modo podemos afirmar que los niveles de expresion de los diferentes genes diana
estudiados, no estan condicionados al grado de integridad del ARNm, pudiendo

encontrar en ocasiones niveles de expresion adecuados con muestras de ARNm
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algo degradadas, y peores niveles de expresion con muestras integras, lo que nos
indica que esa diferencia en la expresion no depende de la integridad del ARNm,

si no de la muestra en si y de la cantidad real de ARNm que esta tiene.

Otro aspecto de gran importancia médico-legal es valorar si la expresion de las
moléculas diana consideradas se ve afectada por la data de la muerte, teniendo en
cuenta gue los procesos bioldgicos de sintesis de ARNm cesan una vez que un
individuo fallece, y que por tanto los cambios que se puedan producir con el
avance del intervalo postmortem en la cantidad de ARNm de una determinada
molécula estaran asociados a la autolisis y la putrefaccion. En este sentido
inicialmente se llevaron a cabo estudios de correlacidon entre la data y los niveles
de expresion relativa obtenidos para cada molécula, encontrandose la existencia
de una correlacibn negativa entre estas variables para las dos proteinas
estructurales, la TNNI3 y la MYL3 en tejido miocardico. Estos resultados
implican que a una mayor data obtendremos una menor expresion y viceversa,
hecho que podria condicionar los resultados de expresién obtenidos al intervalo
postmortem, todo esto a pesar de que se ha demostrado una supervivencia a largo
plazo del ARNm [155]. Cuando estos resultados se analizaron por zonas cardiacas
(Tabla 7) se pudo observar que la correlacion data-expresion relativa existia, para
la TNNI3, en muestras de ventriculo derecho (laterdk F0.504, P<0.01;
anterior: R=-0.365, P<0.05), y para el MYL3 en todas las aéreas miocarditas (R
entre -0.527 y -0.728; P<0.01), es decir la data afecta negativamente a la
expresion de TNNI3 en ventriculo derecho y a la expresiéon del MYL3 en todas las
zonas cardiacas. De estos resultados el hecho més llamativo que cabe destacar es
que de todas las moléculas estudiadas, solo se ve afectada la expresion de aquellas
que son estructurales del corazén, de manera que el intervalo postmortem, y por
tanto la autolisis y la putrefaccion, parecen tener una mayor influencia sobre los
elementos estructurales cardiacos que sobre moléculas implicadas en la
inflamacion y la angiogénesis. Destacar que no se encontré que la data
influenciara la expresion de ningun tipo de molécula en muestras de sangre y de

liquido pericardico.
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Figura 7B, 7C y 7E.Expresién relativa de MYL3 (B), MMP9 (C), y VEGFA (E){%) en tejido
miocardico, sangre y liquido pericardico en casos con data de menos de 12 horas o mayor de 12
horas. *Diferencias estadisticamente significativas en la expresién génica de MYL3 en tejido
miocardico y en **sangre (P<0.05) (B). *** Diferencias estadisticamente significativas en la
expresién génica de MMP9 en liquido pericardico (P<0.05) (C). **** Diferencias estadisticamente

significativas en la expresion génica de VEGFA en sangre (P < 0.01) (E).

También se estudio la influencia de la data sobre la expresion haciendo dos
grupos de data de muerte: menor o igual a 12 horas y mayor de 12 horas. Cuando
se compard la expresion génica de muestras procedentes de cadaveres con una
data de menos de 12 horas con otras de mas de 12 horas de data (Figura 8) no se
encontraron diferencias significativas para la TNNI3 y para el TGFBlen ningun

tipo de muestra. En sangre, se observé que la expresion génica de MYL3 y de
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VEGFA fue mayor para datas mas largas, corriendo lo mismo para la expresion de

MMP9, pero en este caso en liquido pericardico.

Estos resultados demuestran que la expresion de algunas moléculas en los fluidos
postmortem puede verse afectada por la data de la muerte, siendo llamativo el
hecho de que a mayores datas la expresion sea también mayor, tendencia que se
observa para casi todas las moléculas, y que puede estar en relacién a que cuanto
mayor es el intervalo postmortem mas autolisis existe, por lo que se libera mas
ARNmM al medio, hecho que puede traducirse en un aumento de las copias de
ARNmM y por tanto en mas expresion detectada. En otros trabajos también se han
encontrado relacion entre la expresion y la data de la muerte, por ejemplo en el
caso del VEGFA [107, 175, 176].

Por todos estos resultados, se debe prestar especial atencion al utilizar la
expresion de estas proteinas tanto en tejido miocardico como fluidos postmortem,

para diagnosticar la causa de la muerte en los casos de patologia forense.

Como en algunos trabajos se ha establecido que el sexo y la edad en el momento
de la muerte, pueden influenciar los resultados que obtengamos tras la
amplificacion con gPCR, ya que se afirma que estos factores pueden interferir en
la cantidad de ARNm que obtengamos en una muestra (rendimiento de la
extraccion), y en la estabilidad e integridad del ARNm extraido (RIN) de la
misma [145, 149, 150, 152, 168], en nuestro trabajo también considerd esta
posibilidad. En relacién al sexo no se encontraron diferencias estadisticamente
significativas en los niveles de expresion entre hombres y mujeres, por tanto en
nuestros casos no existe una expresion diferencial, aunque es verdad que el
namero de mujeres es muy reducido (5 mujeres de un total de 30 individuos), por
lo que este resultado debe ser interpretado con precauciéon. Respecto a la edad en
el momento de la muerte y su influencia en la expresién génica de nuestras
moléculas no se encontré correlacion entre ellas, ni se hallaron diferencias
estadisticamente significativas cuando se compard la expresion entre tres grupos
de edad (<45 afnos, 45-65 afos y > de 45 afios). Por tanto el sexo y la edad no han

condicionado los resultados obtenidos en el estudio de expresion realizado sobre
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genes diana, tanto sobre muestras de tejido miocardico, como de sangre, o de
liquido pericardico, lo que se corresponde con los resultados obtenidos por otros
autores [107, 176].

En resumen, el ARNm extraido de todas las muestras mostr6 una buena
integridad, permaneciendo estable hasta 24 horas después de la muerte, siendo

este susceptible de ser empleado para llevar a cabo todos los analisis posteriores.

1.2.3 Expresion génica. Comparaciéon de resultados entre

muestras de tejido miocardico, sangre y liquido pericardico.

Para aportar una mayor informacion sobre la expresion de las diferentes
moléculas diana se analizé, en un primer lugar, la expresion relativa de estas
comparando los distintos tipos de muestra empleados (tejido miocéardico, sangre y
liquido pericéardico), y en un segundo lugar se estudio la expresion comparando
entre si las diferentes zonas cardiacas. En este sentido debemos de tener en cuenta
gue existen muy pocos trabajos previos en los que se haya estudiado la expresion
de de alguno de estos genes en tejido miocardico [107, 175], estando la mayoria
dedicados solamente a algunas moléculas de angiogénesis (VEGFA y)HIF-1la
sobre muestra vivo[112, 174, 179, 180]; por todo ello seré dificil comparar los
resultados obtenidos en nuestro caso. Ademas, aparte de las primeras
investigaciones realizadas por Lachetaal. [139] y Ramost al. [88], existe
poca informacion disponible sobre el metabolismo del musculo cardiaco en
diferentes regiones cardiacas en sujetos humanos postmortem. Nuestro trabajo
pretende proporcionar una nueva e importante contribucion en este campo,
especialmente con respecto a la funcion del metabolismo molecular en el tejido
cardiaco humano. El masculo cardiaco, para un buen funcionamiento, precisa de
una suficiente y adecuada vascularizaciébn para soportar los cambios en la
demanda metabdlica fisiolégica de este 6rgano, principalmente a través de
aumentos y disminuciones en el flujo sanguineo coronario [195]. De todos los
vasos coronarios, las lesiones ateromatosas mas importantes se encuentran con
mayor frecuencia en la arteria descendente anterior [11, 196], lo que conduce a un
irregular suministro de sangre al miocardio. El conocimiento del nivel de

expresion génica de proteinas estructurales del corazén, y de moléculas
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relacionadas con la inflamacidon y la angiogénesis en el miocardio es de gran
importancia para tener un mayor y mejor conocimiento del metabolismo cardiaco,
en diferentes zonas cardiacas, y en diferentes situaciones fisiolégicas y

patologicas, tales como la hipoxia o la isquemia.

En este punto, se encontrd que en tejido miocardico existe una correlacion entre la
expresion relativa de las moléculas de inflamacion y angiogénesis: MMP9,
TGFB1 y VEGF) (R: 0.522-0.621; P<0.05) (figura 8A). Es decir, en tejido, estas

se comportan de manera homogénea en lo que se refiere a su expresion, pudiendo
decir que tienen una expresion conjunta dentro de una compleja respuesta
destinada a la puesta en marcha de fendmenos de reparacion y de formacion de

neovasos en el tejido miocardico, respuesta que, por tanto puede proceder de un
mismo sistema de regulacion.
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Figura 8A. Expresion relativa de TNNI3, MYL3, MMP9, TGFB1, y VEGFA %) en tejido
miocardico, sangre y liquido pericardico. *Correlacién entre la expresion relativa de MMP9,
TGFB1 y VEGF (R: 0.522-0.621; P<0.05). ** Correlacién en sangre entre la expresion relativa de
TNNI3 y MYL3 (R%*= 0.429; P<0.05). *** Correlacién entre la expresion relativa de MYL3 en
sangre y en liquido pericardico {R0.383; P<0.05).
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También se pudo observar la existencia de una correlacion, entre la expresion de
TNNI3 y MYL3 en muestras de sangre*4R0.429; P<0.05) (Figura 8A), de modo
gueen este fluido podemos afirmar que las proteinas estructurales del corazén se
expresan con un comportamiento similar. Por otro lado también observamos la
existencia de una correlacion en la expresion de MYL3 entre sangre y liquido
pericardico (R= 0.383; P<0.05) (Figura 8A), de modo que la expresién de esta
proteina estructural es similar en ambos fluidos, aunque sus niveles de expresion
son mayores en liquido pericardico que en sangre, lo que puede ser consecuencia

de una mayor liberacion de ARNm al liquido pericardico por la autolisis.

A continuacion se compararon los niveles de expresion de las moléculas diana
entre las cinco zonas cardiacas seleccionadas: la pared anterior y posterior del
ventriculo izquierdo, el tabique interventricular, y la pared anterior y lateral del

ventriculo derecho.

En este sentido no se encontraron variaciones en los niveles de expresion, de los
diferentes genes diana estudiados, no encontrandose diferencias estadisticamente
significativas en la expresion molecular entre las distintas zonas cardiacas, aunque
si existia una fuerte correlacién entre ellas, en lo que se refiere a la expresion de

todas las moléculas estudiadas (Figura 8B).

Por tanto, se ha observado una expresion homogénea de TNNI3, MYL3, MMP9,
TGFB1, y VEGFA en todas las zonas cardiacas estudiadas. Por ello podemos
afirmar que en nuestros casos, estas proteinas no se expresan mas en unas areas
del corazon que en otras. Estos resultados contrastan por ejemplo con los
obtenidos por otros autores en relacion a la expresion de VEGFA, la cual fue
mayor en ventriculo izquierdo que en el derecho, independientemente de la causa
de la muerte [107], lo que atribuyen a una diferente intensidad de las lesiones

causadas por la hipoxia o la isquemia durante la muerte.
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Figura 8B. Expresion relativa de TNNI3, MYL3, MMP9, TGFB1, y VEGFA %) en las
diferentes zonas cardiacas. **** Correlacion entre las diferentes zonas cardiacas para la expresion

relativa de todas las moléculas estudiadas (Valores en Tabla 8; P<0.05).

Aunque no se hayan encontrado diferencias estadisticamente significativas, si
podemos observar que los valores mas altos de expresiébn para MMP9 se
encontraron en las muestras procedentes de la pared posterior del ventriculo
izquierdo, y de la pared lateral del ventriculo derecho (Figura 8B). Estos
interesantes resultados sugieren la presencia de mecanismos de remodelado en
estas zonas, que pudieran tener una relacion con eventos patolégicos subyacentes,
como la hipoxia o isquemia a estos niveles, lo que merece una mayor
investigacion en este sentido. Ya que esta informacidén puede proporcionar, a los
patologos forenses, nuevos datos de interés en la busqueda de marcadores

moleculares en el diagndstico postmortem de la isquemia miocardica.

149



1. ESTUDIOS DE EXPRESION GENICA

1.3Expresion génica y causas de muerte

Con mucha frecuencia el establecimiento de la causa de la muerte es un
problema dificil de resolver en la practica forense, especialmente en los casos de
MS, los cuales, como ya sabemos, en la mayoria de los casos estan relacionados
con enfermedad cardiaca [2, 5, 12-14, 18, 25], y sobre todo con la enfermedad
isquémica del corazén [2, 5, 6, 8, 15, 17, 18, 26, 28, 29, 32]. El diagndstico
postmortem de lesiones isquémicas en el corazdén es también un problema
importante en la medicina forense porque los cambios tipicos en el tejido
miocardico para el diagnostico del 1AM, tanto a nivel macroscopico como
microscoépico requieren un cierto tiempo de supervivencia del individuo, siendo el
minimo unas 5-6 horas [23, 26, 88-90, 90-96]. Por lo tanto son necesarios
métodos de diagndstico que permitan reconocer el IAM precozmente e
inmediatamente después de la muerte. En este sentido ha habido muchos intentos
desde diferentes perspectivas para encontrar marcadores fiables de dafo
isquémico miocérdico precoz, empleandose un gran nimero de métodos tanto
morfologicos, como histoquimicos, inmunohistoquimicos, y bioguimicos [23, 78,
88, 94, 119, 124-126, 129, 131-134, 197, 198]. A pesar de todo ello en el
momento actual podemos afirmar que no existe el método ideal para el
diagnéstico de la lesién isquémica precoz, siendo lo recomendado, en los casos de
MSC que se sospeche un IAM de corta evolucidon, el empleo combinado de
técnicas convencionales (macroscopicas y microscopicas), junto con
inmunohistoquimicas y bioquimicas, correlacionando siempre los resultados con
los datos de autopsia, datos clinicos y el resto de informacion, y con todos los
demas examenes de que se disponga. En la mayoria de casos ningun estudio por si
solo nos podra ofrecer una informacion definitiva, para el diagndstico de la lesion
isquémica precoz, siendo el objetivo final la adquisicion de suficiente
informacion, de cualquier naturaleza, para poder asi reconstruir lo mas fielmente
posible los hechos [90, 91, 94, 104-106].

Los estudios de expresion de genes en diferentes zonas cardiacas y fluidos
humanos se estan convirtiendo en un area de investigacion necesaria para poder
tener una mejor comprension de los mecanismos subyacentes a la isquemia

miocardica y su reparacion. En este sentido, en la actualidad, esta naciendo un
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nuevo grupo de métodos diagnaosticos dirigidos también el diagnostico de la lesion
isquémica precoz en casos de MSC, basados en el estudio de los cambios que se
producen en el pool de ARNm de una determinada molécula de acuerdo a las
necesidades fisiologicas de una célula, tejido u érgano, el cual puede variar con
ciertas patologias, y de acuerdo a la causas de la muerte[144, 145]. Mediante esta
metodologia podremos determinar la expresion génica de moléculas relacionadas
con la fisiopatologia de la isquemia/necrosis miocéardica, pudiendo acercarnos al
diagndstico postmortem de esta patologia. Este tipo de marcadores son un nuevo
campo de gran interés para el diagnoéstico de sufrimiento isquémico miocardico,
pudiendo ser utiles incluso antes de que puedan ser detectados los cambios
estructurales y bioquimicos previamente resefiados, ya que, tedricamente, la
respuesta molecular al dafio isquémico es una respuesta inmediata, y por ello,
aungue la MSC ocurra de repente, muriendo en muy poco tiempo desde el inicio
de los sintomas, podemos encontrarnos cambios en los niveles de expresion de los

diferentes tipos de moléculas.

Estos novedosos métodos se encuentran en pleno proceso de desarrollo y
valoracion, de modo que en la actualidad existen muy pocos trabajos en los que se
haya estudiado la expresion de moléculas relacionadas con la fisiopatologia de la
isquemia/necrosis miocardica, con la finalidad de establecer la causa de la muerte
[107, 112, 174, 175, 176, 179, 180], y todos ellos se enfocan en el estudio de la
expresion de VEGF y otras moléculas de angiogénesis [107, 112, 174, 175, 176,
179, 180], o en la expresion de TGFB1 o ®NFEA78-180]. Estos analisis
moleculares, en relacion a la causa de la muerte, solo se llevan a cabo en muestras
forenses de tejido miocardico en dos trabajos [107, 175], no existiendo valoracion
con esta finalidad en fluidos postmortem. El resto de estudios se realizan a partir
de muestras tomadas de individuos vivos (sanos y enfermos), consintiendo estas
en una pequefia muestra de orejuela derecha, tomada durante una cirugia cardiaca
[112, 174] o bien en muestras de sangre [179, 180]. De esta informacion se

desprende que este es un campo de investigacion aun completamente novedoso.

Por todo lo anteriormente expuesto, en nuestro trabajo hemos analizado las

expresiones relativas de moléculas diana relacionadas con la fisiopatologia de la
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isquemia/necrosis miocardica, y sus posibles cambios en relacion a la causa de la

muerte.

La troponina | cardiaca (TNNI3) es una isoforma especifica del tejido miocardico,

y Se expresa en corazones humanos adultos normales [181], y la hemos
seleccionado para ser estudiada, porgque la determinaciéon de los niveles de esta
proteina en sangre se utilizan en la practica clinica diaria para el diagndéstico del
IAM. La MYL3 es la isoforma musculo ventricular y embrionaria de la cadena
ligera de la miosina, y se considera una proteina estructural muy importante en el
musculo cardiaco [183, 184, 187]. Estas dos proteinas estructurales del corazon
pueden modificar sus expresiones, en el tejido del miocardio y fluidos corporales,
en relacion a una enfermedad cardiaca isquémica. Después de un proceso de
iIsquemia miocardica se pone en marcha una respuesta inflamatoria, con la
finalidad de modular la adaptacion del tejido al dafio y la reparacion del mismo
[55]. Durante esta respuesta se liberan numerosas citocinas inflamatorias, tales
como factor de crecimiento transformante beta 1 (TGFB1), cuya produccién se
induce rapidamente en el miocardio infartado, teniendo efectos moduladores
importantes de la respuesta inflamatoria. El TGFB1 se piensa es un vasoprotector,
por tratarse de una citocina estabilizadora de placas de modo que la falta de su
accion contribuye a la desestabilizacion de la placa aterosclerética [60, 180]. Sus
potentes efectos son capaces de jugar un papel central en la curacion del infarto, la
reparacion cardiaca y el remodelado ventricular izquierdo, oponiéndose a la
respuesta celular. De este modo la sefalizacion TGFB1 puede ser crucial para la
represion de la sintesis de genes inflamatorios en los infartos mediando la
resolucion del infiltrado inflamatorio [60, 62, 180]. Por todos estos motivos
hemos considerado que el TGFB1 es una molecula de gran interés para ser
estudiada en nuestro trabajo. EI MMP9 tiene un papel muy importante en la
remodelacion de la matriz extracelular después de un IAM , contribuyendo a la
remodelacion del ventriculo izquierdo mediante la alteracion de la membrana
basal, hecho que es muy importante en la regulacion del trafico molecular
alrededor de los miocardiocitos, la permeabilidad vascular y la hidratacién del
ventriculo izquierdo [58]. La MMP9 también tiene un papel importante en la
remodelacion del ventriculo izquierdo después de un infarto de miocardio [58,

188, 199], y por ello es una molécula de gran interés en nuestro estudio, y en
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concreto en la busqueda de la causa de la muerte en casos de MSC isquémica. Por
otro lado, la hipoxia es un potente regulador de una gran variedad de procesos
biolégicos, incluyendo la angiogénesis [112]. La formacion de nuevos vasos
sanguineos es un paso esencial después de una lesion isquémica miocardica, ante
la cual se produce una muy rapida liberacion de factores angiogénicos en las
areas lesionadas. El VEGFA es un factor angiogénico inducido rapidamente en el
miocardio isquémico [53], siendo esta la razon por la que se ha elegido esta
molécula para ser valorada en el diagndstico postmortem del IAM. Ademas de
permitirnos el acercarnos al establecimiento de la causa de la muerte; conocer los
patrones temporales y espaciales de la expresion de estas moléculas inflamatorias
y de angiogénesis nos podra ayudar a identificar los marcadores moleculares
precoces de la respuesta del miocardio a la isquemia cardiaca.

En nuestro trabajo, con la finalidad de analizar la expresion génica de TNNI3,
MYL3, MMP9, TGFB1 y VEGFA en relacion a la causa de la muerte de los
individuos que integraban nuestra muestra, dividimos la poblacion de estudio en
cuatro grupos: muertes subitas cardiacas isquémicas, muertes por
politraumatismo, muertes por asfixia mecanica y otras muertes naturales. Esta
clasificacion se realiz6 tras la realizacibn de una autopsia completa,
complementada con estudios toxicolégicos e histopatolégicos para cada
individuo. Dentro del grupo de MSC de origen isquémico se incluyeron los casos
en los que existia un diagnéstico anatomopatologico de IAM, y a aquellos
individuos en los que una vez descartadas otras causas de muerte, sélo se hallaron
datos indicativos de cardiopatia isquémica crénica (estenosis coronaria
significativa en al menos una rama principal, y/o signos anatomopatologicos
inespecificos de isquemia, y/o infarto de miocardio antiguo, y/o presencia de
trombo coronario oclusivo). En estos casos que clasificamos como MSC
isquémica, en los que no podemos demostrar el IAM, casi con total probabilidad
la muerte es consecuencia de una arritmia tipo fibrilacién ventricular, que tiene su
origen en un sustrato arritmogénico de tipo isquémico [5, 11, 14, 15, 28] 0 en un
sustrato cicatricial/fibrético [5, 14, 15, 29, 30], estando este tipo se sustrato detras
de aproximadamente el 50% de las MSC de origen isquémico. El problema en

estos casos es que la arritmia es un fendmeno que no podemos demostrar en la
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autopsia, y que, desgraciadamente para el patdlogo forense, es la causa inmediata
demas del 90% de las MSC de origen isquémico [5, 12, 14-17, 29].

Cuando analizamos la expresion de los diferentes genes diana en los diferentes
tipos de muestra considerados, y para los cuatro grupos de causa de muerte, se
obtuvieron una serie de resultados que es necesario discutir por ser uno de los
objetivos del trabajo (Tabla 9 y Figura 9).

Causa de la muerte
a0 Muerte subita cardiaca
isquemica
Politravmatizsmo

ALiafivia mecdnica®
Otras muertes naturales

204

Expresion relativa MMP9 (2"-ddCt)

T T T
Tejido miocardico Sangre Liquido peniardico®

Muestras

Figura 9. Expresién relativa de MMP9 en tejido miocardico, sangre y liquido pericardico, por
grupos de causa de muerte: muertes subitas cardiacas isquémicas, politraumatismo, asfixia
mecanica, y otras muertes naturales. *Diferencias diferencias estadisticamente significativas en la

expresion relativa de MMP9 en liquido pericardico para las muertes por asfixia mecanica (P<0.05)

En relacion a la expresion de TNNI3 hemos encontrado que su expresion en
sangre, en las muertes por asfixia mecénica, es mayor que en el resto de las causas
de muerte (15.12, frente a 4.06 en las MSCi, 0.42 en los politraumatismos, y 1.21
en las otras muertes naturales) lo que soOlo podria estar en relacion con el

componente hipoxico-isquémico que tienen este tipo de muertes, el cual podria
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condicionar una lisis del miocardiocito con liberacion del ARNm que codifica
TNNI3 a sangre. Sin embrago esta consideracion no se ve sustentada por el hecho
de que en liquido pericardico los niveles de expresion en las asfixias (3.00) son
muy similares a las MSCi (4.42) y a los politraumatismos (4.71), cuando segun
este razonamiento deberian ser también mayores los valores encontrados en el
grupo de asfixias, en incluso por encima de los hallados en sangre. En sangre y
también en relacién a la TNNI3, su expresion en casos de MSCi (4.06) es
considerablemente mayor que en las muertes por politraumatismos (0.42) y otras
muertes naturales (1.21) hallazgo que si puede estar en relacion al componente
isquémico del primer grupo de causas de muerte, asociado a una lisis celular o a
un aumento de expresion en sangre de esta proteina estructural del corazén como
respuesta a un dafio isquémico. Cuando analizamos la expresion de TNNI3 en
liquido pericéardico, llama la atencidon que esta es considerablemente menor en
otras muertes naturales (0.71), que en el resto de causas de muerte que presentan
resultados muy similares (valores de 3.00 en asfixia, 4.71 en politraumatismos y
4.42 en MSCi). Teniendo en cuenta que cualquier dafio o lesién que se produzca en
el tejido miocardico puede afectar inmediatamente a los componentes del liquido
pericardico, motivo por el cual cualquier estudio en este fluido es de gran utilidad,
resulta relevante una mayor expresion de TNNI3, en los casos en los que existe un
dafio miocardico directo (MSCi y politraumatismos con traumatismo torécico), o
indirecto (mecanismo hipoxico-isquémico generalizado de la asfixia mecanica) en
comparacion con las muertes en las que el corazén no se ve afectado. Aunque estas
diferencias no son estadisticamente significativas, si nos aportan una informacién de
gran riqueza en relacién al comportamiento fisiopatolégico a un nivel molecular de
la TNNI3, pudiendo en este sentido ilustrarnos sobre los mecanismos de muerte
implicados en un determinado caso dudoso, sobre todo de ocultar una MSC de
origen isquémico.

Respecto a la expresion de MYL3, aunque no se han podido encontrar diferencias
estadisticamente significativas, si es muy llamativo que su expresion en sangre es
mucho mayor en casos de MSCi (40.25) y politraumatismos (59.04), en
comparacion con las muertes por asfixia (6039) y con las otras muertes naturales
(0.16). La MYL3 se considera una proteina estructural muy importante en el

musculo cardiaco [183, 184, 187] de modo que sus altos niveles de expresion en
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las muertes de origen isquémico y en las que existe un traumatismo toracico, debe
estar en relacion directamente con el dafio miocardico directo de uno u otro
origen, hechos que pueden explicar estos resultados. Ademés, aunque
considerablemente menor que en los dos grupos anteriores, la expresion de esta
molécula en casos de asfixia es mayor que en otras muertes naturales, lo que
puede estar en relacion con ese componente hipoxico-isquémico que presentan las
asfixias, el cual supone un dafio miocardico menor que en las MSCi y los
traumatismos toracicos pero mayor que en otro tipo de muertes naturales. Por otro
lado, la expresion de MYL3 en liquido pericardico es mayor en casos de asfixia
(11.37) y politraumatismos (9.74) en comparacion con las MSCi (1.24) y las otras
muertes naturales (0.71). En este sentido, y en comparacién con los resultados
obtenidos en sangre, llama la atencion la menor expresion de esta molécula en
liquido pericardico, lo que sugiere que esta expresion puede proceder de las
células sanguineas y no de ARNm liberado por un tejido miocardico dafiado, ya
qgue si no los niveles de expresion en liquido pericardico deberian haber sido
mayores. Ademas, en casos de MSCi la expresiéon de MYL3 en sangre es mucho
mayor que en liquido pericardico, lo que puede indicar que, en este caso la

respuesta de las células sanguineas a la isquemia es mayor.

En relacién a la MMP9, su expresion en tejido miocardico en las muertes por
politraumatismo (15.61) es mayor que en los demas grupos de causa de muerte
(1.93 para las MSCi, 3.02 para las asfixias, y 0.99 para las otras muertes) no
siendo estas diferencias estadisticamente significativas (Figura 9). Pero debemos
destacar que en nuestros casos la expresion de MMP9, molécula muy intimamente
relacionada con la reparacion del dafio miocardico y la angiogénesis, tiene una
mayor expresion en las muertes con dafilo miocardico directo (MSCi y
politraumatismos con traumatismo toracico) o indirecto (mecanismo hipoxico-
isquémico generalizado de la asfixia mecanica) en comparaciéon con los que el
corazbn no se ve afectado (otras muertes naturales), siendo la expresion
considerablemente mayor (hasta 5 veces mas) en los politraumatismos, lo que puede
estar en relacion con un dafio miocardico mucho mas intenso y extenso que en que
se produce en las MSCi y en las asfixias. Estos mismos resultados hallados en tejido
miocardico, en lo que se refiere a su mayor expresion en el grupo de

politraumatismos también se observan en sangre, aunque a una menor escala (Figura
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9), lo que implica que esa respuesta que hemos podido observar en tejido se traduce
también a sangre, existiendo una mayor expresion de esta molécula de remodelacion
en los casos de dafio miocardico de origen traumatico. Sin embargo el
comportamiento de la MMP9 en liquido pericardico es diferente en las distintas
causas de muerte. En este fluido si hemos encontrado diferencias estadisticamente
significativas en la expresion de MMP9. La expresion relativa de esta molécula en
liquido pericardico es mayor es las muertes por asfixia mecénica (12.61) en
comparacion con otras causas de muerte (1.07 para MSCi, 2.22 para los
politraumatismos, y 1.43 para otras muertes naturales) (Tabla 9 y Figura 9;
P<0.05). De este modo, aunque la expresion de MMP9 es alta en los
politraumatismos (como ocurria en tejido y sangre aunque con niveles menores),
en el liquido pericardico, es en los casos de asfixia cuando su expresion es mas
elevada, lo que puede estar en relacion a que la respuesta a la hipoxia de esta

molécula se expresa mucho mas en este fluido.

Por ultimo considerar que la expresion relativa de TGFB1 y VEGF en los
diferentes grupos de causa de muerte se ha mostrado muy homogénea, no
existiendo diferencias entre los diferentes mecanismos de muerte, por lo que estas
moléculas, en nuestro caso no nos han servido para diferenciar la causa de la
muerte, ya que no se han encontrado diferencias en ninguno de los tipos de
muestras analizados. Estos resultados si contrastan con los obtenidos por otros
autores para estas moléculas. Con respecto al VEGFA, al estudiar su expresion en
muestras de orejuela y de ventriculo obtenidas durante cirugia coronaria, se
encontrd la existencia de una mayor expresion de VEGF en casos de isquemia
miocéardica aguda y de IAM recientes (<24 horas de evolucién) [174]. En casos
forenses y para el VEGFA, se encontrd, en muestras de tejido de ventriculo
izquierdo, una mayor expresion en casos de IAM [107]. En relacion al TGFB1 se
ha estudiado, desde un punto de vista clinico, en muestras de sangre de pacientes
con IAM, encontrandose que su expresion disminuye en este tipo de pacientes
[179, 180].

Por otro lado en nuestro trabajo estudiamos la expresion de las diferentes
moléculas consideradas en relacion a causa de la muerte, pero en este caso

comparando las diferentes zonas cardiacas (Tabla 10), obteniéndose unos
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resultados muy homogéneos en las distintas causas de muerte, sin que se
encontraran diferencias estadisticamente significativas. De modo que no hemos
podido encontrar que en determinados grupos de causa de muerte, como podrian
ser las MSCi, haya una expresion diferencial por zonas de alguna de las moléculas
analizadas, lo que nos hubiera permitido localizar el dafio miocéardico. Otros
autores si han podido encontrar una mayor expresion de VEGFA localizada en
zonas de lesién isquémica, asociandose ademas los niveles de expresion con la

severidad del dafio miocardico [107].

Por ultimo, se llevd a cabo un estudio de comparacion entre los dos subgrupos de
MSC de origen isquémico:

- MSC de origen isquémico con IAM (MSCi+lAM): casos en los que existia
un diagnostico anatomopatolégico de 1AM, establecido por el hallazgo de
necrosis de miocardiocitos en el estudio microscopico con H&E del
corazén, o bien por la existencia de infiltrado inflamatorio agudo o

subagudo.

- MSC de origen isquémico sin IAM (MSCi): casos diagnosticados como
MSC de origen isquémico, por la presencia de signos inespecificos de
isquemia y/o infarto de miocardio antiguo, con evidencia de cardiopatia
isquémica severa, y con antecedentes personales de cardiopatia isquémica,

y siempre una vez descartadas otras causas de muerte.

Esta diferenciacion es de un gran interés forense, ya que en primer caso estamos
hablando de MSC en la que ha trascurrido un tiempo de al menos 5-6 horas entre
el inicio de los sintomas y la muerte, por lo que ha dado mas tiempo para que se
pongan en marcha mecanismos de respuesta al dafio miocéardico, frente a los
casos de MSCi sin IAM, los cuales son muertes subitas que se presentaron en
menos de 5 horas desde el inicio de los sintomas, por lo que los mecanismos de

respuesta generados serian menores.

Cuando se analizé la expresion relativa de las diferentes moléculas comparando el

grupo de MSCi con el grupo de MSCi+IAM, tanto en tejido miocéardico, como en
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sangre y en liquido pericardico (Tabla 11), no se encontraron diferencias
estadisticamente significativas, siendo ademas los niveles de expresion de las
diferentes moléculas muy similares en ambos grupos, por lo que la expresion de
estas moléculas no nos ha permitido diferenciar entre las MSCi con y sin IAM.
En este sentido solamente un autor ha encontrado, en aquellos casos en los que el
miocardio mostraba cambios isquémicos precoces sin IAM (al igual que en casos
de infartos evolucionados) unos niveles de expresion de VEGFA levemente
aumentados en relacién a los casos sin IAM, y en comparacion a unos niveles mas
altos en los casos con IAM [107]. En nuestros casos, sélo cabe destacar que para
la MYL3 la expresion relativa en sangre es mayor en los casos de MSCi sin IAM,
aungue no existe significacién (Tabla 11). Esto podria estar en relacién con una
respuesta rapida en la expresion de esta molécula, que esta presente en las fases
mas precoces de la isquemia, y que se normaliza cuando trascurren varias horas
desde el inicio de los sintomas y el infarto ya esta establecido y se ha iniciado el

proceso reparativo, al menos 6 horas después del comienzo de la isquemia.

También se comparo la expresion relativa de las diferentes moléculas entre estos
dos subgrupos de causa de muerte por zonas cardiacas, apareciendo algunas
diferencias estadisticamente significativas (Tabla 12 y Figura 10). Antes comentar
gue, en nuestros casos, la expresion de MMP9 en las MSCi sin IAM ha sido
mayor en ventriculo izquierdo y sin embargo en las MSCi con IAM se ha
expresado mas en ventriculo derecho, sin que existan diferencias estadisticamente
significativas. Esto puede estar en relacibn a que esta es una molécula de
reparacion cuya funcién sera mas importante en casos de IAM ya establecido, de
modo que (habria que ver los casos individuales) puede ser que en los IAM
diagnosticados y ya en fase, al menos inicial de reparacion, estén localizados en
ventriculo derecho, mientras que los casos de MSCi sin IAM, la isquemia esté

predominantemente localizada en ventriculo izquierdo.

De este modo, la MMP9 y el VEGFA se expresan mas en los casos con IAM
establecido, lo que esta en relacion a que son moléculas de reparacion y
remodelacion miocardica y de angiogénesis, que se producen como respuesta a un
dafio miocardico ya establecido, y que por tanto precisa de un tiempo minimo de

sobrevivencia para tener una expresion significativa. El que se eleven en zonas del
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ventriculo derecho en casos de IAM, probablemente esté en relacion con la
localizacidn de la lesion isquémica ya establecida y en proceso de reparacion. Para
comprobar esta afirmacion debemos de hacer un estudio individual del caso. Esta
localizacion del 1AM también lo han podido realizar otros autores a través del
estudio de la expresion del VEGFA [107].

mLLi; f***??

Cansa de la Cansa de la muerte
muerte (©) Mueite subita cardiaca
Muerte subita isghemcn
cardiaca isquémica Muerte subita cardiaca
Muerte subita isquemica con IARM
cardiaca isquémica 151

con[AM

Expresion relativa de VEGFA (2°-ddCt)
g i

T
VDL VDA* WA VIR TV VDL VDAY

Zonas del miocardio Zonas del miocardio

Figura 10A y 10C. Expresién relativa (¥“) de MMP9 y VEGFA en las diferentes zonas
cardiacas por grupos de causa de muerte: muertes subitas cardiacas isquémicas (MSCi) y muertes
subitas cardiacas isquémicas con IAM. *Diferencias diferencias estadisticamente significativas

entre los grupos de MSCi y MSCi con IAM en la expresion relativa de MMP9 y de VEGFA ambas
en VDA (P<0.05).

Ademas, se encontré que la expresion de MMP9 (Tabla 12; Figura 10A) y de
VEGFA (Tabla 12; Figura 10C) en ventriculo derecho, y en concreto en la pared

lateral de este, era mayor en casos de MSCi con IAM, que en aquellos que no
tienen 1AM (P<0.05).

Otro hallazgo de interés se refiere a que la expresion de TGFB1 (Tabla 12; Figura

10B), en el tabique interventricular, fue menor en los casos de MSCi con IAM
(P>0.05).
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Figura 10B. Expresion relativa (¥ de TGFB1 en las diferentes zonas cardiacas por grupos de
causa de muerte: muertes subitas cardiacas isquémicas (MSCi) y muertes suUbitas cardiacas
isquémicas con IAM. *Diferencias diferencias estadisticamente significativas entre los grupos de
MSCi y MSCi con IAM en la expresion relativa de TGFB1 en TIV (P<0.05).

Este resultado puede estar en relacion con los obtenidos en sangre por otros
autores, que demostraron la existencia de una menor expresion de esta molécula
en muestras de sangre de pacientes con IAM [179, 180]. El que esta citocina este
menos expresada en los casos de IAM establecido, esta en relacion a que sus
potentes efectos orientados a la curacion del infarto, la reparaciéon cardiaca y el
remodelado ventricular izquierdo, se basan su papel inhibidor de la respuesta
celular, siendo la sefializacion del TGFB1 crucial para la represion de genes
inflamatorios en los infartos mediando la resolucion del infiltrado inflamatorio
[60, 62, 180]. Por ello en una fase del IAM en la que el infiltrado inflamatorio es
fundamental, y se estd en un proceso de plena reparacion, esta molécula
moduladora debe estar en unos niveles mas bajos. Por el contrario, el que su
expresion sea mayor en los casos de MSCi sin IAM, es decir en fases mas

precoces de la isquemia, donde el infiltrado inflamatorio y el comienzo de la
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reparacion aun no es evidente, se relaciona con que esta es una citocina que se
incrementa tempranamente en la zona isquémica, regulando la respuestas
inflamatoria y neurohumoral, con la finalidad de delimitar el aérea dafada e
iniciar la fibrosis reparativa [52, 60, 61]. El que las diferencias en la expresiéon de
TGFB1 se manifiesten en tejido y, concretamente en el tabique interventricular,
probablemente este en relacidon con la localizacion del la lesion isquémica, siendo

necesario el estudio individual de los casos.

Finamente, y en lo que se refiere a la expresion génica y el establecimiento de la
causa de la muerte, nuestros resultados demuestran que, aunque este sea un campo
todavia poco estudiado dentro del ambito forense, la biologia molecular puede ser
un método mas para el diagndéstico de la lesion miocardica isquémica precoz y del
IAM, y que incluso puede permitir localizar el lugar de la lesion isquémica,
valorar la fase en la que esta se encuentra, y la severidad del dafio isquémico. En
este sentido podriamos establecer un perfil de expresion para las casusas de
muerte que hemos considerado, segun los resultados esperados para cada tipo de

muestra:

- MSC isquémica: En sangre expresion elevada de TNNI3, MYL3 y MMP9; en

tejido miocardico alta expresion de MMP9.

- Politraumatismos: En sangre alta expresion de MYL3 y MMP9; en liquido
pericardico expresion elevada de de TNNI3 y MMP9; en tejido miocardico altos

niveles de expresion de MMP9.

- Asfixias mecéanicas: En sangre niveles de expresion elevados de TNNI3 y
MMP9, en liquido pericardico y tejido miocardico alta expresion de MMP9

- Otras muertes naturales: En sangre bajos niveles de expresion de TNNI3 y
MMP9; en liquido pericardico baja expresién de TNNI3; en tejido miocéardico en
expresion baja de MMP9.

Cando dividimos el grupo de MSC isquemia en casos con IAM y sin IAM, el
perfil de expresion es el siguiente, el cual como ya hemos comentado se
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correlaciona con la fisiopatologia de la isquemia miocardica, del 1AM y su

reparacion:

- MSC isquémica sin IAM: Alta expresion en sangre de MYL3 y de TGFB1
en tejido, ambas moléculas relacionadas (sobre todo el TGFB1) con la fase
aguda de la isquemia, y que se ponen de manifiesto en estos casos en los
gue no existe IAM manifiesto, y por tanto en los cuales no se ha iniciado

un proceso de reparacion aun.

- MSC isquémica con IAM: Alta expresion de MMP9 y de VEGFA en
tejido miocéardico, ambas moléculas relacionadas con la reparacion del la
lesion isquémica y la neoangiogenesis, las cuales se expresan en la fase en

la cual tenemos un IAM establecido y ya en proceso reparativo.

De este modo estos perfiles de expresion nos pueden ayudar claramente a
diferenciar los casos de MSCi con y sin IAM, pero sobre todo, nos pueden
permitir identificar aquellos casos de MSCi sin IAM, en los que han trascurrido
menos de 6 horas entre el inicio de los sintomas y la muerte, en los que no tenemos
datos suficientes para hacer un diagndéstico de isquemia por métodos convencionales
(macro y microscopicos). De este modo, ante una sospecha de MSCi, si encontramos
un perfil de expresion tipico de una MSCi tras estudiar estos genes diana en sangre,
liquido pericardico y tejido miocéardico, podremos afirmar que con casi total
probabilidad se trata de una muerte de origen isquémico, una vez descartadas otras
causas de muerte, incluidas las muertes por politraumatismo y por asfixia mecanica,
las cuales no suelen presentar dificultad al patélogo forense para su diagnéstico, muy
al contrario de lo que ocurre con los casos de MSC de origen isquémico, en los que
la muerte se produce de forma muy rapida desde el inicio de los sintomas sin que se

pueda detectar la isquemia y/o el IAM.

Ademas, en funcion del perfil de expresion que encontremos, incluso podremos
datar la isquemia, de modo que un perfil en el que predomine la expresion de MYL3
y TGFBL1 indicara que la muerte se ha producido en el contexto de un evento
isquémico en fase aguda, mientras si existe un predominio en la expresion de

moléculas de reparacion y angiogénesis, como son la MMP9 y el VEGFA, la muerte
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se habra producido en una fase de isquemia establecida y en fase reparativa, con lo
que la probabilidad de encontrar en el estudio histopatologico una IAM en evolucion

o reciente sera muy elevada. Por tanto, la valiosa informacién que se desprende de
los estudios de expresion de estas moléculas esta directa mente en relacién con la

fisiologia y la fisiopatologia de las mismas que ya conocemos.
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2. Estudios bioquimicos: Troponina T cardiaca ultrasensible (cTnThs)

en sangre y liquido pericardico

La bioquimica postmortem se esta convirtiendo cada vez mas en un elemento
esencial en la rutina de la patologia forense. En la actualidad esta completamente
aceptado que, los andlisis bioquimicos en tejidos y fluidos postmortem, son de gran
utilidad para la investigacion de la causa de la muerte, especialmente cuando los
cambios fisiopatologicos involucrados en la muerte no pueden ser detectados
mediante métodos morfoldgicos [115]. Ademas se debe tener en cuenta que los
cambios en los pardmetros bioquimicos pueden estar relacionados con la data de la
muerte, siendo este siempre un aspecto de gran interés y que se debe valorar por

parte del investigador en el campo de la medicina forense [115].

Ya hemos considerado que un problema de importante magnitud en la patologia
forense es el establecimiento de la causa de la muerte en casos especiales, y en
particular para alcanzar diagndstico postmortem de las lesiones isquémicas
miocardicas y del IAM, y por ello desde siempre se han buscado también
marcadores bioquimicos que nos permitan hacer un diagndstico postmortem del
IAM. En esta busqueda debemos considerar que un marcador bioquimico ideal para
el diagnostico del IAM [131, 200] debe ser especifico de dafio miocardico, y ha de
permitir el diagndstico de un dafio miocardico en presencia de lesion de musculo
esquelético. Ademas debe tener una alta sensibilidad, y ha de poder detectar incluso
dafos muy pequefos, no siendo detectado en casos en lo que no exista dafo a ese
nivel. Junto con lo anterior, este marcador ideal debe estar presente en los
miocardiocitos con unos niveles elevados, y debe permitir hacer tanto un diagndéstico
precoz como tardio del IAM. Pero ademas, para que un marcador sea util para el
diagnostico postmortem del 1AM, este debe ser estable después de la muerte, y no
modificarse en el intervalo postmortem mas precoz (al menos durante las primeras
24 horas).

Varios autores ya han investigado en suero postmortem procedente de diferentes
zonas y en liquido pericardico marcadores bioquimicos de isquemia miocardica y de
IAM, tales como la miosina, la creatin-kinasa MB, la mioglobina, y especialmente,

por su especificidad, la troponinaly T, que ya han sido y siguen siendo, usadas para
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el diagndstico postmortem del IAM [95, 119, 120, 126, 131-135]. En casos de MSC
la elevacion de las troponinas en sangre y liquido pericardico puede depender de la
severidad del dafio miocardico por varias causas, incluyendo el tamafio y la

intensidad de las lesiones miocardicas [133].

Hasta ahora, las troponinas cardiacas han sido estudiadas en muestras forenses
mediante el uso de ensayos convencionales, y es en nuestro trabajo, cuando por
primera vez se ha determinado troponina T cardiaca en sangre Yy liquido pericardico
postmortem usando métodos de alta sensibilidad, concretamente la conocida con
troponina T cardiaca ultrasensible (cTnThs) estudiandose, ademas su estabilidad
después de la muerte.

Antes de comenzar con el analisis de la utilidad que puede tener la cTnThs en el
campo forense para el diagndstico postmortem de la lesion isquémica precoz y del
IAM, debemos estudiar cual es la estabilidad postmortem de este marcador
bioguimico tanto en sangre como en liquido pericardico. Para ello el primer punto
que se debe considerar es la influencia de la data de la muerte. Los niveles de
cTnThs en sangre no mostraron correlacion con la data de la muerte, sin embargo
si se encontrd correlacion entre el intervalo postmortem vy los niveles de ¢cTnThs
en liquido pericardico | 0.402; P<0.01), es decir a mas data mayores niveles
de cTnThs y viceversa. El hecho de que con la data aumente la cTnThs en el
liguido pericardico puede estar en relacion con la autolisis, y a que este fluido se
encuentra muy bien preservado en el saco pericardico, de modo que a medida que
la data aumenta la lisis celular es mayor, liberandose progresivamente mas

cantidad de troponina al liquido pericardico.

Como posibles factores de interferencia en los niveles detectados de cTnThs en
ambos fluidos también se estudié la influencia del sexo y de la edad, no
encontrandose resultados significativos, por lo que la determinacién de cTnThs es

independiente de estas dos variables.

El siguiente punto a considerar son los valores obtenidos de cTnThs en sangre y
liquido pericéardico, punto fundamental ya que es la primara vez que esta molécula
se determina en muestras forenses. Debemos considerar que, en la practica clinica,

y para el diagnostico del 1AM, los valores de normalidad para la cTnThs en
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sangre se encuentran entre 0 y 14 ng/L. En primer lugar, en la practica clinica se
determina la cTnThs en sangre para el diagnostico del 1AM, los valores de
normalidad se encuentran entre 0 y 14 ng/L. De este modo, y en comparaciéon con
los valoresin vivo, tanto en sangre como en liquido pericardico se han obtenido
valores considerablemente mas altos (Tabla 13) estando el rango de cTnThs en
sangre entre 3 y 10000 ng/L, y entre 872 y 50000 ng/L en liquido pericardico, no
pudiendo por tanto ser comparados con los valores de esta molécula en casos
clinicos. Los altos valores obtenidos en sangre, pueden estar en relaciéon a que
durante el periodo postmortem, ocurren una serie de cambios fisiolégicos, tanto a
nivel bioquimico como hematoldgico, como la hemdlisis y la influencia de otros
fluidos extracelulares. Esta es la causa de que cuando se estudian diversos
marcadores en sangre postmortem y los comparamos con los resultados obtenidos en
sangre procedente de un individuo vivo se encuentren importantes diferencias.
Respecto al liquido pericardico destaca que los valores obtenidos son mayores que
en sangre, siendo estos del orden de 16 veces mayores (Tabla 13, media de
cTnThs en sangre de 1847 ng/L y en liquido pericardico de 29677 ng/L). Este
hallazgo puede ser consecuencia de que este fluido es un ultrafiltrado del plasma
que contiene sustancias bioquimicas derivadas de la sangre y del tejido cardiaco, y
gue esta muy bien preservado en el saco pericardico, estando ademas en contacto
directo con el corazén. Junto con lo anterior, la irrigacion del pericardio es comun

a la del corazon por lo que las alteraciones miocardicas se reflejan en el liquido
pericardico, con mucha mayor rapidez y con una mayor intensidad que en la
sangre periférica [114, 117]. Por todo ello los niveles de este marcador pueden ser
mas elevados en el liquido pericardico, junto con la influencia de la data de la

muerte comentada anteriormente.

También se estudio si lo niveles que encontramos de cTnThs en sangre estaban en
relacion con los hallados en el liquido pericardico, y en este caso se pudo observar
que existe una correlacion de los niveles de este marcador bioquimico entre
ambos fluidos (Tabla 13;%R 0.449; P<0.01). Este es un dato importante de modo
quecuando la cTnThs se eleva en uno de estos dos fluidos postmortem también
lo hace en el otro. Este hallazgo esta en relaciéon con la irrigaciéon del pericardio,
ya comentada con anterioridad y que es comun a la del corazoén, por lo que las

modificaciones de este marcador se reflejan primero y con mucha mayor rapidez
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e intensidad en el liquido pericardico debido a la proximidad del corazon, y
poderiormente en sangre periférica, de forma mas tardia y con menor intensidad
[114, 117]. De este modo si existe una elevacion de este marcador en el liquido

pericardico también se podra encontrar poco después en sangre.

El siguiente punto seria analizar los resultados obtenidos tras la determinacion de
cTnThs en sangre y en el liquido pericardico, comparando los cuatro grupos de
causa de muerte: Muerte subita cardiaca isquémica (MSCi), politraumatismo,

asfixia mecanica y otras muertes naturales (Tabla 14 y Figura 11).

Causa de la Muerte

Muerte subita cardiaca
isquemica
Politraumatizsmo

A sfixia mecanica

Otras muettes naturales™

50000+

40000~

30000+

20000

Niveles de ¢ TNThs (ng/L)

10000+ +

o -

: | -

1
Sangre Liquido pericardico™
Fluidos

Figura 11. Niveles de Troponina T cardiaca ultrasensible (cTnThs) en sangre y liquido pericardico

por grupos de causa de muerte: muertes subitas cardiacas isquémicas, politraumatismo, asfixia
mecanica, y otras muertes naturales. *Diferencias diferencias estadisticamente significativas en los
niveles de cTnThs en liquido pericardico entre el grupo de otras muertes naturales y el resto de

causas de muerte (P<0.05).

Cuando se compararon los resultados obtenidos en sangre entre las diferentes
causas de muerte no se encontraron diferencias estadisticamente significativas
entre ellas. Si podemos destacar que en sangre (Tabla 14 y Figura 11) los mayores

niveles de cTnThs los encontramos en las muertes por politraumatismo (media de
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4310 ng/L), seguidas de las MSCi (media de 1651 ng/L), siendo
considerablemente menores en las asfixias mecanicas (media de 265 ng/L) y sobre
todo en el grupo de otras muertes naturales (media de 174 ng/L). De este modo la
cTnThs que es una proteina estructural del corazon se eleva mas en sangre en
casos de dafio miocardico de origen traumatico, en nuestros casos
politraumatismos con traumatismo toracico, en los que existe un dafio directo y
marcado que se pone de manifiesto claramente en sangre. En las MSCi también se
eleva este marcador indicando dafio miocardico isquémico, siendo los valores
menores, sobre todo en relacion a la intensidad de la lesién, la cual es mayor en el
caso de un traumatismo. En las muertes por asfixia mecanica la elevacion es
minima y puede ser consecuencia del mecanismo hipoxico-isquémico indirecto
implicado en estas muertes y que también produce cierto dafio miocardico. Los
valores mas pequefios los hemos encontrado en el grupo de otras muertes
naturales donde la movilizacion de este marcador es minima, pero detectada por
estas técnicas ultrasensibles, y que puede ser debida a la situacion de hipoxia e
isquemia global que se produce en cualquier periodo de agonia. En relacién a
nuestro interés en el diagndstico de la lesion isquémica, y el IAM después de la
muerte, debemos considerar que en sangre postmortem unas cifras elevadas de
cTnThs podran ser indicativas de una muerte de origen isquémico, y por tanto nos
puede ayudar a hacer el diagnostico de MSC de origen isquémico, siempre y
cuando se hayan descartado otras causas de muerte, incluida el politraumatismo

y/o el traumatismo toracico y cardiaco.

Cuando hemos estudiado la cTnThs en liquido pericardico (Tabla 14 y Figura 11),
los mayores niveles de cTnThs se hallaron también en los casos de muertes por
politraumatismo (media de 37932 ng/L), obteniéndose valores muy cercanos en
los casos de MSCi (media de 32672 ng/L) y valores algo menores en los casos de
asfixia mecanica (media de 23312 ng/L). Los valores de cTnThs obtenidos en
liquido pericéardico en el grupo de otras muertes naturales fueron muy inferiores
en comparacion con los otros tres grupos de causa de muerte (media de 3407
ng/L), existiendo ademas diferencias estadisticamente significativas en este grupo
de causa de muerte y los demas (Tabla 14 y Figura 11; P<0.05). Considerar
cualquier dafio o lesion que se produzca en el tejido miocardico puede afectar

inmediatamente a los componentes del liquido pericardico, y ademas de manera

169



2. ESTUDIOS BIOQUIMICOS: TROPONINA T CARDIACA ULTRASENSIBLE

mucho mas marcada que en sangre, como ya hemos visto [117], de manera que este
es un fluido de gran sensibilidad para la deteccion de dafio miocardico por pequefio
que este sea. Si a todo esto le unimos una técnica ultrasensible para la deteccion de
lesiones a este nivel, encontramos que cuando hay dafio miocardico los niveles de
cTnThs se disparan. Esto ocurre en muertes, tanto ante un dafio miocardico directo
(MSCi y politraumatismos con traumatismo toracico), como ante un dafio indirecto
(mecanismo hipéxico-isquémico generalizado pero muy marcado presente en la
asfixia mecanica). Por tanto este es un marcador que en liquido pericardico es de una
gran utilidad para diagnosticar dafio miocardico de cualquier origen debido a su alta
sensibilidad, permitiéndonos discriminar con una muy alta probabilidad las muertes
gue tienen un componente cardiaco, directo o indirecto pero marcado, de las que no

lo tienen (otras muertes naturales).

De este modo la cTnThs es un marcador bioquimico que nos puede prestar una gran
ayuda para hacer el diagnoéstico postmortem de lesion isquémica precoz y de IAM, y
gue por tanto nos puede permitir esclarecer aquellos casos de MSCi sin IAM, en los
que ha trascurrido menos de 6 horas entre la muerte y el inicio de los sintomas, y no
tenemos datos suficiente para hacer un diagnostico por métodos convencionales
(macro y microscopicos). De este modo, ante una sospecha de MSCi, si encontramos
unos niveles muy elevados de cTnThs en liquido pericardico podremos afirmar que
con casi total probabilidad se trata de una muerte de origen isquémico, una vez
descartadas otras causas de muerte, incluidas las muertes por politraumatismo y por
asfixia mecanica, las cuales no suelen presentar dificultades para sus diagndéstico al
patélogo forense, al contrario de lo que ocurre con las MSC de origen isquémico que

se producen de forma muy rapida sin que se pueda detectar el IAM.

Por ultimo se compararon los niveles de cTnThs en sangre y liquido pericéardico,
entre los subgrupos de MSCi y de MSCi con IAM diagnosticado (Tabla 15 vy
Figura 12).
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Figura 12. Niveles de Troponina T cardiaca ultrasensible (cTnThs) en sangre y liquido pericardico
en los subgrupos de causa de muerte: muertes subitas cardiacas isquémicas (MSCi) y Muerte

Subita cardiaca isquémica con IAM (MSCi+IAM).

En estas comparaciones no se hallaron diferencias estadisticamente significativas,
pero si cabe destacar que en sangre los valores de cTnThs fueron mas de 2,5 veces
mayores en el grupo de MSCi con IAM (media de 1027 ng/L), en comparacion
con las MSCi sin IAM manifiesto (media de 2776 ng/L). Este dato nos indica que
ante la presencia de un IAM anatomopatolégicamente establecido, los niveles de
cTnThs en sangre se elevan mas, lo que es légico y esperable, ya que existe un
dafio isquémico mas avanzado con mayor muerte celular, en comparacion con las
muertes que se producen en un periodo de tiempo muchos méas corto desde el
inicio de los sintomas donde las lesion suele ser de menor entidad, y la muerte
suele estar mas en relacion directa con una arritmia tipo fibrilacion ventricular. En
liquido pericéardico los resultados obtenidos fueron muy similares para los dos
subgrupos de causa de muerte (MSCi media de 33354 ng/L y MSCi+IAM media
de 31443 ng/L), y estos resultados, como ya hemos comentado son consecuencia
de la alta sensibilidad de este método, que detecta lesiones miocardicas minimas

elevandose las cifras de cTnThs hasta los limites de determinacion de la técnica,
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ya que ademas estamos trabajando con un fluido muy sensible a cualquier cambio
a nivel miocardico. Por tanto esta técnica es capaz de detectar tanto un IAM
establecido como una lesion isquémica muy precoz, y nos puede ser de gran
utilidad en aquellos casos de MSCi sin IAM, que se producen muy rapidamente

desde el inicio de los sintomas que son los que realmente plantean problemas al
patologo forense.
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3. Expresion génica y estudios bioquimicos: Analisis de la relacion entre

ellos

Otro punto de nuestra investigacion ha sido, una vez obtenidos los resultados
de expresion molecular y de la troponina T cardiaca ultrasensible (cTnThs) como
marcador bioquimico, estudiar si existe relacién entre ellos, es decir, si la
respuesta molecular y bioquimica se correlacionan. Para ello comparamos los
niveles de expresion tanto en tejido miocéardico, como en sangre y en liquido
pericardico, de las moléculas estudiadas, TNNI3, MYL3, MMP9, TGFB1 y
VEGFA, con los valores de cTnThs obtenidos en sangre y en liquido pericéardico.
No se encontrd correlacion alguna entre ellos, salvo entre la expresiéon génica de
VEGFA en liquido pericardico y los valores de cTnThs en liquido pericardico
(R?= 0.393; P<0.05). De este modo la expresién TNNI3 en tejido miocardico,
sangre y liquido pericardico no se correlacionan con los valores de cTnThs que
podemos obtenidos en sangre y liquido pericardico, por tanto la expresion de esta
molécula es independiente de los niveles bioquimicos encontrados en fluidos
postmortem. Esta misma afirmacion se puede mantener para el MYL3, la MMP9
y el TGFB1. En relacion al VEGFA se ha comprobado que sus niveles de
expresion en liquido pericardico caminan paralelos a las cifras de cTnThs también
en liquido pericardico, de modo que si encontramos unos niveles elevados de
cTnThs en este fluido, lo que nos indica dafio miocardico, como ya hemos visto,
junto con niveles elevados de expresion de VEGFA, que se puede asociar a la
puesta en marcha de un mecanismo de reparaciéon en el cual la angiogénesis juega
un papel fundamental. Esto se detecta en el liquido pericardico ya que cualquier
dafio o lesion que se produzca en el tejido miocardico puede afectar inmediatamente
a los componentes del liquido pericardico, y ademas de manera mucho mas marcada
gue en sangre [117], mostrando este fluido una gran sensibilidad para la deteccion de

dafilo miocardico.
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4. Valoracion fisiopatoldgica del mecanismo de la muerte subita cardiaca

isquémica con y sin infarto agudo de miocardio en casos individuales

Para llevar a cabo el analisis de cudl ha sido el mecanismo fisiopatolégico
implicado en nuestros casos de MSC isquémica con y sin IAM debemos recordar
que, podamos o no detectar el IAM, son dos los mecanismos principales que dan

origen a las arritmias ventriculares mortales en la cardiopatia isquémica.

El primer mecanismo estd asociado generalmente a la ruptura o fisura de una
placa de ateroma inestable, o que condiciona la formacidén de un trombo que a su
vez da lugar a la oclusiébn de una o mas arterias coronarias principales. Esta
oclusion coronaria aguda produce una isquemia miocardica, la cual es un potente
sustrato arritmogénico, que genera una taquicardia ventricular sostenida (TVS), la
que a su vez degenera en una fibrilacion ventricular (FV), arritmia que finalmente
produce la muerte [14]. Por tanto este mecanismo implicado en la MSC de origen
isquémico, provoca la muerte en la fase aguda de la isquemia, siendo los primeros
10 minutos los que mas predisponen a la aparicion de FV, aunque se pueda
ampliar el riesgo hasta las primeras 24 horas [14]. En estos casos, generalmente,
la MSC se produce muy rapidamente desde el inicio de los sintomas, no siendo
posible el diagnostico de IAM en la gran mayoria de los fallecimientos por este
mecanismo de muerte. En mas del 50% de los casos, de MSC de origen
isquémico, se encuentran en la autopsia cambios agudos en placas de ateroma
coronarias, especialmente si se realiza un estudio histopatolégico detallado. Estos
cambios agudos generalmente consisten en la rotura o fisura de una placa
inestable, con o sin un trombo fresco asociado [5, 11, 14, 15, 18, 28]. Cuando, en
estas MSC de origen isquémico, el trombo fresco no aparece, generalmente es
debido a que se ha producido una lisis espontanea del mismo [18]. Por tanto estos
hallazgos nos permiten explicar cual ha sido el mecanismo fisiopatolégico de la
MSC isquémica en mas de la mitad de los casos. Por ello, en la autopsia del
corazén es fundamental el estudio de las arterias coronarias, en busca de placas
inestables, rotas y/o con trombosis aguda. El estudio de las arterias coronarias,
siempre se debe completar con un analisis microscopico de las mismas, que nos

confirme el grado de estenosis y la lesién de la placa de ateroma, ademas de la

174



V. DISCUSION

presencia del coagulo. De este modo, aunque este es el mecanismo que subyace en
las MSC isquémicas que ocurren en la fase aguda del proceso isquémico,
debemos considerar que con mucha menor frecuencia, la MSC isquémica en esta
fase, puede ser consecuencia de un blogueo cardiaco o por asistolia, sobre todo

cuando la arteria coronaria implicada es la derecha [12].

El segundo mecanismo implicado en las MSC de origen isquémico, capaz de
generar una arritmia mortal, se da en individuos que han sufrido un IAM, pero que
han pasado ya la fase aguda del mismo, habiendo trascurrido al menos 48 horas
desde el inicio de los sintomas. Son aquellos casos en lo que existe un infarto de
miocardio que se encuentra en evolucién o que ya esta establecido. Recordar que
tras sufrir un 1AM, durante los primeros 6 meses, se mantiene un riesgo elevado
de sufrir arritmias malignas, y por tanto de MSC isquémica, siendo este riesgo
particularmente alto en los 2-3 primeros meses. Cuando ante un IAM reciente en
fase de evolucion o ya en situacion estable, se produce una MSC isquémica, el
mecanismo subyacente, es también una arritmia mortal, tipo fibrilacion
ventricular, generada en un sustrato altamente arritmogénico, como es un area de
fibrosis en proceso de estabilizacién o ya completamente establecida [14, 86]. Por
tanto el proceso de cicatrizacién, o la propia cicatriz reciente de un IAM, produce
una inestabilidad eléctrica, que puede ser el origen de una arritmia y de una MSC
isquémica, estando este mecanismo presente en casi el otro 50% de este tipo de
muertes. Ademas, en estos pacientes que ya han sufrido un IAM, el riesgo de
MSC isquémica también esta asociado de manera fundamental a la presencia de
una isquemia residual y al peligro de sufrir un nuevo accidente isquémico [5, 14,
15, 29, 30]. De este modo, durante una autopsia en la que no hallamos cambios
agudos en las placas de ateroma (ruptura, fisura, trombosis), pero si encontramos
un infarto agudo de miocardio reciente, ya sea en evolucion, y por tanto en fase de
cicatrizacion o reparacion, o bien un infarto ya establecido o cicatrizado, este seré
el substrato que ha generado el mecanismo fisiopatologico de la MSC isquémica
con seguridad. Por tanto en estos casos en los que podemos hacer le diagnostico
de IAM ha tenido que trascurrir un tiempo minimo entre el inicio de los sintomas

y la muerte. Destacar que el IAM en fase aguda o en evolucién es un hallazgo
presente en el 20-25% de casos de autopsias por MSC de origen isquémico. Por

otro lado el infarto de miocardio cicatricial mas o menos antiguo aparece en el 40-
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70% de casos de autopsias con sospecha de MSC isquémica [7, 9, 11, 12, 15, 17,
29, 30]

Una vez considerados estos aspectos sobre cudles son los mecanismos
fisiopatoldgicos de la MSC de origen isquémico, atendiendo a ellos, y segun los
hallazgos de autopsia podemos establecer en nuestros casos de MSC isquémica

tres opciones como posibles mecanismos de MSC isquémica (Tabla 16):

Tabla 16.Casos de MSC de origen isquémico segun el mecanismo fisiopatologico de la muerte, y

valores de Troponina T cardiaca ultrasensible (cTnThs) en sangre y liquido pericardico (LP).

Infarto
Infarto agudo de miocardio antiguo cTnThs
Mecanismo Data
Cadaver MSC (h) AE/TROMBOSIS Data Localizacion Histopatologia Sangre LP
8 MSCcon 4, DA:SCD:T VI 1359 19505
trombosis
16 coronaria 7 DA:STR/CX:MICD:T VIA/VIP 29,43 18845
3 5 DA-CD:S/CX:M 10 dias VIP/TIV M/L/CP/FINV VI 53,94 4180
15 21 DA:L/CX-CD:M 14 dias VIA M/L VD 21,78 50000
MSC con IAM
18 en evolucion 5 DA:M/CX:L/CD:M  10-24h--3-10 dias  VIP--VIA L/M/F--PMN VIA/VIP 69,76  3033,5
27 19 DA:L/CX:SICD:L 14-21 dias VIITIV L/M/FINVITC VIA 9877 50000
29 11 DA-CX-CD:M-S 14-21 dias VIP/TIV L/M/FINVITC 3857 50000
1 22 DA-CX-CD:S VIP/TIV 42,24 50000
5 8 DA-CX-CD:L-M VI 258,3 11095
7 12 DA-CX-CD:-M-S TIV 6340 50000
13~ MSCisquémica 15  pA-CX-CD:-M-S VIP/VD 9352 50000
23 10 DA-CX:M/CD VIP 75,01 28430
25 20 DA-CX:M/CD:S VIP 48,3 22315
26 23 DA-CX-CD:-L-M VIP 1374 50000

DA: arteria coronaria descendente anterior; CX: arteria coronaria circunfleja; arteria coronaria derecha; AE:
Arterioesclerosis; L: Leve; M: Moderada; S: Severa; T: Trombo coronario; VI: Ventriculo izquierdo; VD: Ventriculo
derecho; M: Macréfagos; L; Linfocitos; CP: Células plasmaticas; F: Fibroblastos; PMN: Polimorfonucleares; NV:

Neovasos; TC: Tejido conectivo.

Subgrupo 1 (casos 8 y 16). MSC isquémicas con trombosis coronaria: producidas
en la fase aguda de la isquemia, cuyo mecanismo de muerte es una FV generada
por la isquemia secundaria a la ruptura y trombosis de una placa de ateroma,
pudiendo demostrarse el trombo fresco y oclusivo en la arteria coronaria.

Subgrupo 2 (casos 3, 15, 18, 27 y 2B5C isquémicas con IAM en evolucion:
producidas en la fase subaguda de la isquemia, durante la fase de reparacion y
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cicatrizacion, en las que la muerte es consecuencia de una fibrilacién ventricular
desencadenada por la inestabilidad eléctrica de un tejido en proceso de
cicatrizacion, y en las que se ha podido detectar un IAM de entre 3 y 21 dias de

evolucién una vez analizado el infiltrado inflamatorio.

Subgrupo 3 (casos 1, 5, 7, 13, 23, 25, y B63C isquémicas sin trombosis ni

IAM: en ellas existe una estenosis coronaria significativa (luz del vaso menor de
1mm de didmetro o estenosis mayor del 70%) en al menos una arteria coronaria
principal, sin que se haya podido encontrar trombo fresco. En estos casos se
asume que el mecanismo de la muerte es una fibrilaciéon ventricular, siendo el
origen de esta arritmia en el contexto de un proceso isquémico de fase aguda con
ruptura y trombosis oclusiva de una placa, en la que no hemos podido encontrar
trombo fresco porque posiblemente se ha producido una lisis espontanea del
mismo [18]. En estos casos también se ha podido evidenciar la existencia de un
infarto de miocardio antiguo (cicatrizado con fibrosis), que también podria ser el
sustrato arritmogénico responsable de la MSC isquémica en determinados casos,
aungue con mucha menor probabilidad ya que, como hemos visto, el mayor riesgo

de sufrir una MSC tras un evento isquémico se sitla en las primeras 24 horas.

A continuacion, considerando estos tres subgrupos fisiopatologicos de MSC
isquémica, hemos procedido a comparar el comportamiento de la cTnThs en
liguido pericardico, y la expresion génica de las diferentes moléculas diana en
este mismo fluido y en tejido miocérdico.

Cuando hemos considerado los niveles de cTnThs en liquido pericardico y la
expresion de TNNI3 en este mismo fluido y en tejido miocéardico, hemos podido
observar que los casos de MSC isquémica sin IAM y sin trombosis tienen un
comportamiento similar, de modo que los valores de cTnThs en liquido
pericardico se encuentran en el tercio medio o superior del total de casos de MSC
isquémica, estando también los niveles de expresion de TNNI3, en este fluido y

para este grupo de causas de muerte, en el tercio medio o superior.

En cuanto a la expresion en tejido, esta tiene un comportamiento menos
diferenciado a los otros subgrupos de MSC isquémica (Figura 15). De este modo
y para las MSC isquémicas en las que no encontramos trombosis coronaria aguda
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ni 1AM, y que por tanto son las que mas problemas diagndsticos nos plantean, el
hecho de encontrar unos niveles de cTnThs elevados en liquido pericardico (por
encima de 20.000 pg/ml) nos podra orientar hacia el diagnostico de MSC de
origen isquémico, hecho que podra aparecer asociado a unos niveles medios altos

(mayores de 3.5) de expresion de TNNI3, también en liquido pericardico.

En lo que se refiere al grupo de MSC con trombosis coronaria se puede observar
qgue los dos casos estudiados tienen niveles similares de cTnThs en liquido
pericardico (en torno a 20.000 pg/ml), no existiendo tanta uniformidad para la
expresion de TNNI3 en liquido pericardico y tejido miocardico para este grupo
(Figura 16).
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Figura 16. Niveles de cTnThs en liquido pericardico (LP), y expresion relati¥¥j2le TNNI3
en liquido pericardico y en tejido miocardico (TM), en los subgrupos de MSC isquémica con 1AM,

con trombosis coronaria, y sin IAM ni trombosis.
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Al estudiar la otra molécula estructural del corazén considerada, MYL3, el
comportamiento del grupo de MSC isquémica sin IAM ni trombosis es muy
similar al que encontramos para la TNNI3, es decir, existen una valores medios
altos de cTnThs en liquido pericardico asociados a una expresion media-alta de
MYL3 en este fluido (Figura 17). Por tanto para este grupo de causa de muerte,
que es el que mas problemas diagndsticos plantea, sera frecuente que encontremos

niveles moderados o altos de expresion relativa de MYL3.
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Figura 17. Niveles de cTnThs en liquido pericardico (LP), y expresion relati$¥{zle MYL3
en liquido pericéardico y en tejido miocardico (TM), en los subgrupos de MSC isquémica con IAM,

con trombosis coronaria, y sin IAM ni trombosis.

En lo que se refiere a la moléculas de inflamacién y angiogénesis llama la
atencion el comportamiento similar de los casos de MSC con trombosis coronaria,
que como ya hemos comentado presentan niveles de cTnThs en liquido
pericardico medios-altos (en torno a 20.00 pg/ml) y muy similares entre ellos,

pero ademas encontramos, para los dos casos, niveles bajos y similares también de
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expresion de MMP9 y VEGFA (Figura 18A y 18C). Este hallazgo puede estar en
relacion a que, por tratarse de muertes que acontecen en la fase aguda de la
isquemia, la respuesta molecular de reparacion, remodelacion y angiogénesis, esta

en aun en fase incipiente de modo que esta es minima.
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Figura 18. Niveles de cTnThs en liquido pericardico (LP), y expresion relati#¥{2le MMP9
(A), TGFB1 (B), y VEGFA (C), en liquido pericardico y en tejido miocardico (TM), en los

subgrupos de MSC isquémica con IAM, con trombosis coronaria, y sin IAM ni trombosis.

Por otro lado, y en lo que se refiere a la expresion de TGFB1 (Figura 18B), cabe

destacar que en el grupo de MSC sin trombosis ni IAM, encontramos unos niveles
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de expresion ciertamente homogeéneos, existiendo una expresion de esta molécula
en liquido pericardico por encima de la media, en comparacién con los otros
grupos de mecanismo de muerte. Esto nos indica que este grupo, que es el mas
desconocido, tiene un mecanismo de muerte que estd mas en relacién con la
posibilidad de una muerte en fase aguda de la isquemia, por ruptura de una placa
inestable y trombosis, aunque no encontramos el trombo, el cual se ha podido lisar
espontdneamente. Esta afirmacion se basa en que el TGFB1 se expresa mas en las
fases mas precoces de la isquemia, donde el infiltrado inflamatorio y el comienzo
de la reparacion aun no es evidente, de modo que esta citocina se incrementa
tempranamente en la zona isquémica, regulando la respuestas inflamatoria y
neurohumoral, con la finalidad de delimitar el aérea dafiada e iniciar la fibrosis
reparativa, disminuyendo después, una vez que la respuesta reparativa se ha
iniciado [52, 60, 61]. Este hallazgo, también reduce que la posibilidad de que el
origen de la MSC isquémica en estos casos, esté en el tejido fibrético de los
infartos antiguos, que encontramos en estos individuos, ya que se la expresion de
TGFBL1 apoya el hecho de que exista un mecanismo de muerte propio de la fase

aguda de la isquemia.

De este modo los hallazgos observados en la expresion de moléculas de
inflamacion y angiogénesis, tanto en el grupo de MSC con trombosis coronaria
aguda, como en el grupo de MSC sin trombosis ni IAM, son coherentes con la
fisiopatologia de la isquemia miocardica aguda y del IAM, indicandonos, en
ambos casos, que nos encontramos ante un mecanismo de MSC propio de la fase
aguda de la isquemia, y asociado por tanto a la ruptura y/o trombosis de una placa
de ateroma inestable, mecanismo tipico implicado en cualquier sindrome
coronario agudo. Ademas el hecho de encontrar en las MSC sin trombosis ni IAM
unos niveles de expresion medios-altos de TNNI3 y el MYL3, nos indica que en

la fase aguda de la isquemia, también se produce una rapida respuesta de sintesis
de proteinas estructurales del corazon, que puedan ser Utiles después, mas tarde en

la fase reparativa.
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Primera:

Es posible extraer satisfactoriamente ARNmM procedente de muestras
postmortem de tejido miocéardico, sangre y liquido pericardico, con una data de
hasta 24 horas, en cantidad suficiente, y con calidad e integridad adecuadas, que

han permitido la realizacion precisa de estudios de expresion génica.

Segunda:

Para una correcta normalizacién de los estudios de expresion génica, se
han valorado varios genes enddgenos, siendo la GAPDH el gen de referencia que
se comporta de manera mas estable y baja variabilidad en las distintas muestras
estudiadas. Se han obtenido resultados validos de expresion génica relativa de los

genes diana con el uso de la GAPDH como unico gen enddgeno.

Tercera:

El grado de integridad del ARNm no condiciona los niveles de expresion
relativa de los diferentes genes diana considerados, y en ninguna de las muestras
estudiadas. No existen diferencias en la expresion de los diferentes genes diana en
las diferentes zonas cardiacas, no expresandose por tanto estos genes, mas en unas

areas del corazén que en otras.

Cuarta:

Por primera vez se ha determinado la Troponina T cardiaca ultrasensible
(cTnThs) en muestras postmortem de sangre y liquido pericardico. En
comparacion con los resultados in vivo, los valores de cTnThs son mas elevados,
no pudiendo ser comparados con los que se obtienen en casos clinicos. Los
valores de cTnThs en sangre y en liquido pericardico se encuentran
correlacionados. La data de la muerte no influye en los niveles de cTnThs en
sangre, pero si en liquido pericardico, de modo que a mayor data, mas cTnThs.
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Quinta:

La data de la muerte no afecta al rendimiento de la extraccion de ARNm,
ni a la calidad, ni integridad de esta molécula, dentro de las primeras 24 horas
postmortem. La data de la muerte afecta negativamente a la expresion de las
moléculas estructurales cardiacas (TNNI3 y MYL3), mostrando éstas valores mas

bajos a datas mas largas.

Sexta:

Existen unos patrones determinados de expresién génica de acuerdo a la
causa de la muerte, de modo que en muertes subitas cardiacas de origen isquémico
hay una expresion elevada de TNNI3, MYL3 y MMP9 en sangre, y de MMP9 en
tejido miocardico. En las muertes por politraumatismo la expresion de MMP9 es
marcada en sangre, liquido pericardico y tejido miocardico. En casos de asfixia
mecanica existen niveles de expresion elevados de TNNI3 y MMP9 en sangre, y
una alta expresion de MMP9 en liquido pericardico y tejido miocardico. En el
grupo de otras muertes naturales, hay en sangre bajos niveles de expresion de
TNNI3 y MMP9, y una baja expresion de TNNI3 en liquido pericardico y de
MMP9 en tejidomiocardico.

Séptima:

En las muertes subitas cardiacas de origen isquémico, existe una diferencia
importante en el patron de expresion génica entre aquellas muertes sin infarto
agudo de miocardio (IAM), y las que tienen un IAM en evolucion o establecido.
En las primeras, hay alta expresion de MYL3 en sangre, y de TGFBL1 en tejido
miocéardico, ambas moléculas relacionadas con la fase aguda de la isquemia,
mientras que en las segundas, hay una alta expresion en tejido miocardico de
MMP9 y de VEGFA, proteinas relacionadas con la reparacion de la lesion
isquémica. Estos patrones se corresponden con la fisiopatologia de la fase de

isquemia en que se encuentra cada grupo de causa de muerte.
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VI. CONCLUSIONES

Octava:

La cTnThs también tiene unos patrones determinados segun la causa de la
muerte. En sangre presenta unos mayores niveles en muertes en las que existe un
dafio miocardico directo (politraumatismos y muertes subitas cardiacas
isquémicas), que en los grupos de asfixias y otras muertes naturales. En liquido
pericardico, este marcador bioquimico presenta unos valores significativamente
menores en el grupo de otras muertes naturales, en comparacion con los otros
grupos de causas de muerte (muertes subitas cardiacas isquémicas,

politraumatismos y asfixias mecanicas).

Novena:

En los casos de muerte subita cardiaca isquémica en los que no se ha
detectado 1AM, ni trombosis coronaria aguda, existe un perfil biogquimico y
molecular caracterizado por niveles moderados-altos de cTnThs en liquido
pericardico, junto con una moderada-alta expresion de TNNI3, MYL3 y TGFB1
en este mismo fluido. En estos casos, los cuales, mas problemas plantean al
patologo forense, existe un perfil de expresidén génica propio de una isquemia de
inicio, lo que implica que la muerte se ha producido en el contexto de la fase
aguda de un proceso isquémico, secundario a la ruptura y/o trombosis de una

placa de ateroma inestable.

Decima:

En los casos de muerte subita cardiaca isquémica con trombosis coronaria
aguda evidenciada, el perfil bioquimico y molecular en liquido pericardico, esta
definido por unos valores altos y muy similares de cTnThs, y una baja expresion
de MMP9 y VEGFA, perfil que también corresponde a una isquemia de fase
aguda, en la que aun no se han puesto en marcha los mecanismos de reparacion

propios de este tipo de lesiones.
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Undécima:

El estudio de los niveles de cTnThs en sangre y liquido pericardico, vy el
conocimiento de cudl es el perfil molecular de los genes diana estudiados en
ambos fluidos y en tejido miocardico, ofrece al patélogo forense una informacion
complementaria fundamental para establecer el diagnéstico de muerte subita
cardiaca de origen isquémico en aguellos casos en los que la muerte se produce
muy cercana al inicio de los sintomas, en los que los métodos clasicos, macro y

microscopicos, no aportan informacion en relacion a la causa de la muerte.
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