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RESUMEN

1.Abreviaturas.

AA -Aminoécidos

BRIHH- Bloqueo de rama izquierda
CABG - Cirugia de revascularizacion coronaria
CO- Monoxido de carbono

cTnT - Troponina T cardiaca

cTnl - Troponina I cardiaca

c¢TnC - Troponina C cardiaca

ECC - Enfermedad congestiva cronica cardiaca
ECV - Enfermedades cerebro vasculares
H/R - Hipoxia/Reperfusion

HV- Humor vitreo

IAM - Infarto agudo de miocardio

IM- Infarto de miocardio

IMR-Infarto de miocardio recurrente
K-S - Kolmogorov-Smirnov
MA-Metanfetamina

LCR - Liquido cefalorraquideo

LPC - Liquido pericérdico

MMPs - Metaloproteinasas.

MS - Muerte subita.

MSC- Muerte subita cardiaca

RE - Reticulo endoplasmico

RLO - Radicales libres del oxigeno
RTN - Reticulon

SNC - Sistema Nervioso Central

URL - Superior de referencia
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RESUMEN

Aproximacion al diagnostico de causa de muerte mediante el estudio
de marcadores bioquimicos, morfologicos e inmunohistoquimicos.

2. RESUMEN

La muerte es el estadio final de una serie de eventos que conducen a una parada
cardiaca, donde inciden una serie de factores genéticos y ambientales actuando como
factores moduladores en un miocardio vulnerable. Si bien existe diferentes causas y
factores la mayoria no se relaciona con pruebas diagnodsticas de laboratorio salvo el

infarto de miocardio (IM).

Cuando un individuo fallece de muerte stbita, la principal causa en el 90% de los casos
es cardiaca y dentro de esta en un 95% nos encontramos una cardiopatia estructural,
siendo la de origen isquémico la que representa el 80% de los casos. Considerar que en
el 5% de las autopsias en los casos de muerte subita e inesperada tras realizar un estudio
médico legal completo no es posible averiguar la causa de muerte, son clasificadas

como autopsias blancas que pueden llegar al 30% de los casos en adultos jovenes.

El infarto agudo de miocardio (IAM) es definido en patologia como la muerte celular de
miocardiocitos debido a isquemia prolongada. La necrosis completa de las células
miocardicas requiere al menos 2-4 horas o mas dependiendo de la circulacion colateral

sobre la zona isquémica.

El diagnoéstico de IM es particularmente facil para el patdlogo, cuando se ha producido
un dafio estructural y si ha trascurrido un tiempo suficiente para que puedan ser
apreciados los cambios macro y microscopicos; pero complicado si la muerte se
produce antes de que se produzcan dichos cambios, ya que estos no aparecen de forma
inmediata desde el inicio de la isquemia sino que para que se puedan detectar precisan
un tiempo de supervivencia minimo. Con las técnicas histologicas clasicas (como la
tincion de hematoxilina-eosina la zona isquémica/infartada no se puede detectar hasta
pasadas al menos 6 horas desde su inicio de la sintomatologia); problema que se plantea
en gran mayoria de casos, produciéndose la muerte sin que de tiempo a que se ponga de

manifiesto los cambios macroscopicos y microscopicos a nivel miocardico. Mas dificil
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lo tiene cuando las causas son de origen de conduccion del estimulo eléctrico como la
fibrilacion ventricular. Por ello es necesario encontrar marcadores de isquemia

miocérdica precoces.

Diferentes técnicas y marcadores, objeto de esta tesis doctoral, pueden ser utilizados

para dicho fin.
- Marcadores bioquimicos:

Se han convertido en una parte esencial de la patologia forense. Los primeros
marcadores bioquimicos cardiacos tradicionales fueron la lactato deshidrogenasa
(LDH) y la enzima creatina quinasa (CK). Esta ultima posee las isoenzimas de origen
muscular “M” y cerebral “B” y CK-MB que puede distinguirse de la CK total por

métodos enzimaticos e inmunologicos.

En el IAM el miocardiocito dafiado, debido a que la membrana celular se hace mas
permeable por la isquemia y la necrosis, permite la salida de macromoléculas
intracelulares que difunden primero al espacio intercelular, espacios corporales aislados

como pericardio y finalmente al torrente circulatorio.

Para el diagnéstico post mortem de la lesion isquémica precoz y de IM el fluido de

eleccion es el liquido pericardico.
- Marcadores inmunohistoquimicos y serolégicos:
Proteinas estructurales y enzimaticas cardiacas.

En aras de poder hacer una rdpida deteccion después de sintomas propios de IM se
desarrollaron test capaces de detectar proteinas de pequefia masa molecular capaz de
atravesar membranas y salir mas rapidamente al torrente sanguineo tras la necrosis

miocardica.

- La Mioglobina con una masa molecular de 178 kDa procede del citoplasma de células
musculares esqueléticas y cardiacas. Aparece rdpidamente en sangre y representa un
marcador muy sensible por la precocidad del mismo, aunque poco especifico por su

aparicion en otros procesos lesivos musculo-esqueléticos.

- La troponina I es una proteina encontrada en el tejido muscular, que en conjuncién con

las troponinas T y C regulan la interaccion del Ca®" entre la actina y miosina. Se han
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identificado 3 isoformas de troponina I: una asociada a las fibras rapidas y delgadas del
musculo esquelético, otra a las fibras lentas y la tercera asociado a los filamentos finos
del sarcolema del aparato contractil de la célula de expresion exclusivamente cardiaca.
Esta ultima isoforma, tiene un residuo de 31 aa en la parte aminoterminal. Estudios
clinicos han demostrado que la troponina I cardiaca c¢Tnl es demostrable en sangre 4 a
6 horas después del IM y se mantiene elevada durante 2 semanas. La inmunoreactividad
de la proteina cTnl disminuye en el area de infarto establecido. En zonas con sospecha

de lesion isquémica precoz puede observarse una ligera deplecion localizada.

- La troponina T cardiaca (¢TnT): En casos de IM se observa una deplecion de esta
proteina en areas lesionadas, en casos de muerte subita la isquemia se puede demostrar
en algunas lesiones. Sin embargo, otros autores sostienen que esta proteina es de menor
utilidad y sensibilidad, observandose una deplecion en miocardio normal (Martinez

Diaz et al., 2005)

- La troponina C: En areas de infarto establecidas hay una menor inmunoreactividad a

esta proteina.

- El Nogo-A: Es expresado en el citoplasma de algunas células miocardicas y aunque no
ha sido establecido como marcador cardiaco, ha sido probada su disminucion en

isquemia cortical cerebral (Kempf & Schwab, 2013).

- El enzima nuclear Poli(ADP-ribosa) polimerasal (PARP1): Es un sensor interruptor
molecular de dafio de ADN que inicia la reparacion por escision de bases. Sin embargo,
ante el dafio isquémico se produce un exceso en su activacion y la induccion de muerte
por necrosis de las células. El estrés oxidativo y la actividad de PARP contribuyen a la
via de muerte celular individual por isquemia/reperfusion cardiaca en modelos murinos
(Virag, 2005). Asi la activacion de PARP1 si el dafio es reducido reparara el material
nuclear para evitar que transmita mutaciones a la descendencia. Si la lesion es significa,
reduciria la supervivencia celular evitando la recuperacion mitocondrial manteniendo la
despolarizacién y favoreciendo significativamente la muerte celular por agotamiento

del ATP.
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Justificacion

Conocer la causa de muerte tiene gran trascendencia legal y clinica. Poder distinguir
entre diferentes causas de muerte subita como la producida por un fallo cardiaco,
asfictico o traumatico mediante andlisis bioquimicos, estudio morfolégico y
marcadores inmunohistoquimicos cardiacos puede ser un gran avance en el diagnodstico

post mortem.
Hipotesis

La interpretacion conjunta de datos bioquimicos de enzimas relacionados con el
sufrimiento cardiaco, los datos del estudio morfoldgico e inmunohistoquimico con la
incorporaciéon de marcadores relacionados con la isquemia como PARPI1 pueden

proporcionar una informacion mas exacta sobre la causa de muerte subita en adultos.
Objetivos

Para responder a la hipotesis presentadas previamente nos planteamos los siguientes

Objetivos:

1- Especificos.
Establecer posibles diferencias bioquimicas en suero o liquido pericardico de
niveles enzimatico y de peroxidacion y en tejido cardiaco de cadaver entre las

distintas causas de muerte.

2- Secundarios.

1. Determinar mediante métodos bioquimicos niveles de peroxidacion en suero,
liquido pericérdico y tejido cardiaco.

2. Realizar estudio morfologico y morfométrico en las muestras cardiacas
incluidas en parafina

3. Determinar mediante métodos inmunohistoquimicos niveles de expresion
enzimaticos de troponinas en tejido cardiaco.

4. Identificar mediante métodos inmunohistoquimicos la la expresion de poli
(ADP-ribosa) polimerasa en tejido cardiaco.

5. Identificar mediante métodos inmunohistoquimicos la expresion de Nogo-A

en tejido cardiaco.

10
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INTRODUCCION PROCESOS PATOLOGICOS CARDIACOS

3.1.- INTRODUCCION A LA CAUSA DE MUERTE

3.1.1. LA MUERTE
La muerte de origen cardiaco es la causa mas frecuente de defuncién en los
paises occidentales. Siendo las enfermedades coronarias el responsable del 75-
80% de las “muertes subitas” adquiriendo caracteristicas dramaticas por su

forma de presentacion y sus implicaciones socioecondémicas.

Los factores de riesgo pueden subdividirse en aquellos que sugieren enfermedad

cardiaca estructural y aquellos que reflejan marcadores fisioldgicos alterados.

El hallazgo de una unica anomalia como lesiéon cardiaca en la autopsia no
permite asegurar que esa sea la etiologia del fallecimiento. Esto ocurre

especialmente en cardiopatia isquémicas (Virnmani, 1987).

La enfermedad coronaria comprende las siguientes causa (Liberthson, 1996;

Levy, 1990):

a) Arteriosclerosis coronaria

b) Cardiopatia hipertensiva

c¢) Valvulopatia aortica.

d/ Prolapso de valvula mitral

e) Miocarditis

f) Hipertensioén pulmonar

g) Alteraciones de la circulacion coronaria.

h) Otras alteraciones de la circulacion coronaria como poliarteritis

1) Miocardiopatia dilatada e hipertréfica

j) Alteraciones hereditarias y adquiridas del sistema de conduccion cardiaco
k) Hipertrofia aislada secundarias a causa de hipertension o de causa
desconocida

1) Algunas enfermedades cardiacas congénitas.

3.1.2. Mecanismo de muerte
En el mecanismo esta implicado bien de forma primaria, o bien como consecuencia de

una lesion coronaria, 0 un vasoespasmo, una arritmia mortal con asistolia o fibrilacion

13
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ventricular. El mecanismo principal en la génesis de la arritmia cardiaca parece ser de
reentrada, implicandose otros como el automatismo y la disfuncion mecanica local

(Nishizaki, 1996)

En la isquemia coronaria, los vasos afectados por orden de frecuencia son la rama
descendente anterior de la coronaria izquierda, la porcion préoximal de la coronaria
derecha, la circunfleja y la porcion proximal de la coronaria izquierda). Sin embargo
una proporcion bastante elevada entre el 25-36% sobre todo en pacientes jovenes

ocurren en sujetos con coronariografia normal.

Segun la angiografia se pueden clasificar en sindromes coronarios agudos (Infarto
agudo de miocardio) y crénicos (angina inestable) (Bogaty, 1993). Los Agudos con

lesiones menos extensas y graves.

Los fendmenos intraplaca se han relacionado con el sindrome coronario. Suele ocurrir
en estadios iniciales cuando la placas de arterioesclerosis aun no estan organizadas. Son
ricas en lipidos y de escaso componente fibrosos, evolucionando hacia la formacion de
fisuras y/o roturas con posterior trombosis dando lugar a angina inestable, infarto de

miocardio o muerte subita (Virmani, 2000).

La localizacion del infarto va a afectar a aquellos territorios con mas demanda de
oxigeno e irrigacion insuficiente a las necesidades. Esto explica que el IM sea casi
exclusivo del territorio del ventriculo izquierdo, localizdndose dentro de éste
preferencia en el tercio distal, es decir en el apex. En relacion al espesor se afecta

preferentemente en el tercio interno (subendocardio).

El infarto exclusivo del ventriculo derecho es excepcional, es menos frecuente de lo
que cabria esperar, puede soportar largos periodos de isquemia con recuperacion
excelente de la funcion contractil tras reperfusion. Cuando se afecta es como
consecuencia de una extension del ventriculo Izquierdo. El 50% de los infartos
inferiores afecta al ventriculo derecho. Afecta a los pacientes con infarto transmural de
la pared inferoposterior y porcion posterior del tabique interventricular (Vargas-

Barrona, 2007).

14
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Aproximadamente un 50% de los infartos son anteroseptales, alrededor de un 30% son
posteroseptales y sobre el 15% laterales. El infarto septal puro es raro, al igual que el de

la arteria circunfleja sola que compromete todos los territorios del ventriculo izquierdo.

El Infarto auricular se observa en el 3.5% de las autopsias de pacientes con IAMSEST.
También aparece asociado a infarto ventricular y puede provocar la rotura auricular, es
mas frecuente en el lado derecha que el izquierdo y en las orejuelas que en la pared
posterior o inferior. Se acompafia con frecuencia de trombos y arritmias auriculares y de

la secrecion inadecuada de péptido natriurético.
3.1.3. Factor cronologico

Tras el IAM La necrosis subendocardica comienza a los 20 minutos y se extiende hasta

completarse el infarto transmural tardando el proceso unas 4 horas.

Este fendbmeno de necrosis o muerte del tejido es irreversible llevando aparejados

cambios cualitativos en las miofibrillas del citoplasma y degenerativos de los nucleos.

Salvo que haya aparecido complicaciones como rotura de pared cardiaca, trombosis
mural, rotura de musculos papilares etc. En el examen en fresco macroscépico del tejido
cardiaco solo es posible evidenciar lesiones caracteristicas del IAM a partir de un
intervalo de tiempo que oscila entre las 4 y 10 horas para algunos autores (Sandritter &
Wartman, 1967; Gould, 1968) y para otros entre 8§ y 12 horas (Shoen, 2000; Knight,
1996).

3.1.4. Marcadores en el diagnostico post mortem

En el cadaver al igual que el sujeto vivo se hace necesario el estudio complementario de
pruebas analiticas para establecer la causa de muerte y llegar a conclusiones validas
sobre las circunstancias que pueden haber contribuido a la misma. Como hemos
indicado anteriormente en muchos casos existen datos que apoyan la causa de muerte
cardiaca pero que no son concluyentes por ejemplo cardiomegalia, fibrosis miocardica,
arteriosclerosis o son autopsias blancas en la que no podemos establecer la causa de

muerte.

En este sentido el estudio diagnostico complementario en clinica ofrece ventajas sobre
el realizado en cadaver donde se producen problemas de aplicacion técnica e

interpretacion de resultados.

15
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Hay que tener en cuenta en el analisis post mortem, la paralizacion de transporte activo
a través de las membranas bioldgicas y el rapido fracaso metabolico. Muchas
concentraciones de analitos se afectan en la distribucién o concentracion debidos a los
cambios post mortem. Por ello solo se debe determinar analitos estables durante un

periodo post mortem amplio en los distintos fluidos bioldgicos.

Distintos fluidos y parametros han sido estudiados buscando el analito mas estable con

relacion al intervalo post mortem y posible causa de muerte.

(Coe, 1993) en sus “examenes rutinarios post mortem de electrolitos in vitro” la
glucosa y urea pueden aportar informacion importante en determinadas causas de
muerte o en la data. La adecuada utilizacion de una amplia variedad de determinaciones
bioquimicas en sangre, LCR, liquido pericardico, humor vitreo y otros fluidos
corporales ayudaria a resolver problemas forenses en el 10% de causas de muerte

rutinarias.

El humor vitreo ha ocupado un lugar destacado especialmente en la determinacion de la
data de muerte (James et al., 1997) y en el estudio de las intoxicaciones. Ejemplo de
ello es la determinacion de alcohol (Flanagan & Connally, 2005a; 2005b) o la
determinacion de CDT (Transferrina deficiente en Carbohidratos) como marcador post
mortem de alcoholismo cronico (Osuna et al., 2000) y la determinacion de la Beta-OHB
(Beta hidroxibutirato) en casos de diabetes mellitus en autopsias donde no se aprecia

datos macroscopicos (Osuna et al., 2005).

Es importante conocer los valores de referencia y al interpretar estos valores hay que
tener en cuenta el intervalo de supervivencia y agonia antes de la muerte como el

intervalo post mortem.

La determinacién de marcadores es muy importante en estos casos (Luna et al., 1982a,b;
Stewart et al., 1984; Lachica et al., 1988; Osuna et al., 1998a.,b,c; Pérez-Carceles et al.,
1995a y b; 2002). Multiples estudios refuerzan este hecho demostrando la utilidad post
mortem de la CK-MB y cTnl en los caso de muerte stibita de origen cardiaco al igual

que en caso de traumatismo toracico.

La determinacion de miosina también ha sido de gran utilidad en el diagnodstico post

mortem del dafio miocardico (Pérez-Carceles et al., 1995a,b).
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Otros marcadores también han sido utilizados para dicho fin como hormonas tiroideas,
aminas bidgenas y enzimas relacionadas con el sistema antioxidante (Edston, 1996;

(Hirvonen & Hutunen, 1996; Ramos et al., 1997).

Cina y colaboradores (2001) demostraron que la determinacién de ¢Tnt cardiaca podria
discriminar si la victima de un accidente de trafico ha sido causada por un IAM siempre

y cuando no haya lesiones toracicas.

Osuna et al., (1998a,c) y Pérez-Carceles et al., (2004) han estudiado la eficacia en
liquido pericardico y suero de la troponina I en el diagnéstico post mortem del infarto
de miocardio comparandolo con otros 4 marcadores demostrando una clara relacion

entre los niveles de ¢cTnl y la intensidad del dafio miocéardico producido por el infarto.

También Cina et al., (1998) demostraron la correlacion de cTnl en la causa de muerte de
origen isquémico y Ooi et al., (2000) han demostrado esa correlacion entre los niveles
de CK-MB, cTnl y ¢TnT y cambios histologicos cardiacos significativos en autopsias

de pacientes sin clinica de TAM.

En el cadaver los niveles de ¢cTnl y CK-MB en la sangre periférica, cardiaca y liquido
pericardico en general muestran una elevacion leve y gradual post mortem, dependiente
del factor tiempo. La elevacion post mortem de cTnl es mayor para ciertas causas de
muertes especificas, incluyendo infarto agudo de miocardio (IAM), enfermedades
cerebrovasculares (ECV), hipertermia, el abuso fatal de metanfetamina (MA) y la
intoxicaciéon de monoxido de carbono (CO) e insignificante para el infarto de miocardio
recurrente (IMR), la enfermedad congestiva cronica cardiaca (ECC) y las asfixias por
ahogamiento. La CK-MB fue mayor para la intoxicacion por CO e insignificante para

las asfixias por ahogamiento.

Los niveles elevados de ¢cTnl y CK-MB en sangre y liquido pericardico se relacionan
con el dafio isquémico, hipoxico y/o dafio miocardico citotoxicos, que son
caracteristicos de la causa de la muerte, aunque en estos niveles aumenten después de la
muerte. Cuando se estima la relacion cTnl / CK-MB, se vio que esta era independiente
del tiempo después de la muerte, y las relaciones entre sangre periférica, cardiaca y

liquido pericardico fueron mayores, salvo en ahogamientos (Zhu, 2007).
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3.1.5. Tanatoquimia

La utilizaciéon de métodos complementarios diagndsticos en las autopsias amplian en
gran medida las posibilidades de obtener informacion confirmando o descartando
determinadas causas de muerte. Asi como poder reconstruir la secuencia de los hechos

(Gisbert Calabuig et al., 2004).

El término de “tanatoquimia” o “bioquimica cadavérica” es propuesto por Evans en
1963 para explicar procesos en el cadaver a escala molecular. En el cadéver existe aun
restos de vida produciéndose cambios enzimaticos aunque con peculiaridades diferentes
a los tejidos vivos (Gisbert & Villanueva, 1998), con fendmenos de putrefaccion y

autolisis sufriendo muchos compuestos cambios tanto cualitativos como cuantitativos.

La utilizacién de una amplia variedad de pardmetros bioquimicas en sangre, LCR, HV,
liquido pericardico y otros fluidos corporales ayudan a resolver determinados problemas

en patologia forense (Coe, 1993).

Cuando se produce un fallecimiento se produce una reduccion del aporte de energia a
los tejidos con rapido fracaso metabolico que conlleva una paralizacion del transporte
activo a través de las membranas bioldgicas con destruccion de la integridad de los
distintos compartimentes y la descomposicion de moléculas complejas en otras mas
simples (Luna et al., 1983; Pérez-Carceles et al., 1995b). Dentro de las modificaciones
la mas importante es la citolisis y es también es la primera en producirse. Se liberan
enzimas de organelas impermeables en la células vivas, lisosomas, digiriendo a la
célula, careciendo de significado patoldgico y son tnicamente expresion de la fisiologia
del fenomeno post mortem (Gisbert Calabuig et al., 2004). Solo a partir de estos datos
se podré discriminar correctamente los hallazgos bioquimicos procedentes de la lesion
frente a los de autolisis. Dicho fendomeno puede producir ciertas limitaciones (Coe,

1993).

Teniendo en cuenta que los fendmenos de autolisis no ocurren al mismo tiempo y
puede haber un intervalo variable post mortem, en el que los cambios bioquimicos y
funcionales previos al fallecimiento puedan corresponder a la causa de muerte es
necesario conocer las posibles interferencias debidas a los fenomenos de autolisis (Coe,
1993). Muchas concentraciones de marcadores sufren cambios post mortem como la

redistribuciéon y hemoconcentraciéon. Por lo que los mas idoneos son aquellos que

18



INTRODUCCION PROCESOS PATOLOGICOS CARDIACOS

permanecen mas estables en los distintos fluidos bioldgicos durante un periodo mas o

menos amplio y en funcion de la investigacion que interese estudiar.
3.1.6. Muerte subita.

3.1.6.1. Concepto de Muerte Subita
La muerte subita (MS) viene definida por tres criterios fundamentales: su etiologia
natural, la rapidez con que se presenta y el caracter inesperado de la misma, es decir sin

signos precedentes.

Para que se pueda hablar de MS el proceso debe de ser natural por lo que queda
excluido del mismo las muertes violentas (Concheiro& Suarez, 2004; Castella et al.,

2013; Basso et al., 2010; Oliva et al., 2011).

Debe de producirse rapidamente, el periodo entre la aparicion de los sintomas y la
muerte debe de ser corto (no existe un acuerdo unanime sobre el tiempo del mismo, hay
autores que hablas de 1 hora (Concheiro& Suarez, 2004; Castella et al., 2013; Basso,
2010; Gallagher, 2007) lo mas aceptado actualmente y otros de 6 horas (Virmani et al.,
2000). La OMS habla de un periodo mas amplio de 24 horas (Castella et al.,
2013;Virmani & Gallagher, 2007) este periodo de tiempo mas amplio pone en evidencia
los cambios morfologicos (microscdpicos, macroscopicos), bioquimicos y fisiologicos

que ponen fin a la vida de la persona.

El carécter inesperado se basa en que acontece sobre una persona sana o enfermo cuya
gravedad no hacia pensar que pudiese fallecer en ese momento, siendo esa muerte
totalmente imprevista (Concheiro& Suarez, 2004; Castella et al., 2013; Basso et al.,

2010).

Especial consideracion tiene las muertes no esperadas ni presenciadas sin que se pueda
precisar el momento exacto de la muerte. La OMS clasifica de MS a estas muertes
siempre que el fallecido haya sido vista con vida y en una situacion estable en un
tiempo menor de 24 horas antes de encontrarlo muerto (Castella et al., 2013; Basso et
al., 2010; Morentin & Audicana, 2011; Oliva et al., 2011; Rodriguez & Viiolas, 1999;
Adabag et al., 2010).
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Hay que diferenciar el concepto de MS del de muerte repentina, esta ultima la cual
también se produce una forma muy rapida pero acontece sobre un paciente con

antecedentes previos patologicos que explica la muerte (Castell4 et al., 2004).

Tabla 1.Causas de muerte subita

n (%) ‘
Victimas de MS 204
Enfermedades cardiovasculares 183
Cardiopatias 161
Enfermedad coronaria 119 (58.4)
Cardiopatia hipertensiva 20 (9.9)
Valvulopatias 5 2.4)
HVI idiopatica 4 (1.9)
Miocardiopatia dilatada 4 (1.9)
Miocardiopatia hipertrofica 3 (1.5)
Miocardiopatia arritmogénica del 3 (1.5)
VD
Miocarditis 1 (0.5)
Cardiopatias congénitas 1 (0.5)
Amiloidosis 1 (0.5)
Enfermedad vascular 22
Embolia pulmonar 8 (3.9
Diseccion adrtica 9 (4.4)
Hemorragia cerebral 5 (2.4)
Enfermedades no cardiovasculares 7
Trastornos gastrointestinales 3 (1.5)
Trastornos pulmonares 4 (1.9)
Sin hallazgos 14 (6.9)

Modificado de Bayés & Elosuab, 2012.
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3.1.6.2.Aspectos médico-legales de la muerte subita.

Hay que diferenciar los conceptos de muerte natural, muerte violenta y muerte
sospechosa de criminalidad. La primera tiene un origen interno resultado de un proceso

morboso intrinseco sin que hayan participado fuerzas externas al propio organismo.

La muerte violenta viene definida por la participaciéon de fuerzas externas al propio
organismo, ha podido ser puerta en marcha por una tercera persona, segin su origen

puede ser accidental, homicida o suicida.

La muerte sospechosa de criminalidad se define como aquella que existe algun indicio
de origen médico o no que priori no haga descartar el origen criminal (ley de
Enjuiciamiento Criminal articulos 340 y 343). En caso de muerte violenta o sospecha de

criminalidad se debera practicar autopsia judicial.
3.1.6.3. Problemas médico-legales de la muerte subita

Con frecuencia se plantea problemas a la hora de la determinacion y diferenciacion de la
causa de muerte tanto a la hora de emitir un certificado médico o en diferentes
contextos. Como ejemplo: en un accidente (laboral o trafico) y que realmente tiene su
origen en una causa natural como puede ser un fallo cardiaco subito (Navarrete 1976;
Lachica et al., 1988) pudiendo ser primero la muerte y después el accidente. Es
fundamental determinar la causa de muerte ya que ésta tendrd una transcendencia

médico-legal (en relacidon con seguros de vehiculos, laborales, vida, etc...).

La muerte subita es considerada como ejemplo de muerte sospechosa de criminalidad y
se debera realizar autopsia judicial pues no se puede considerar como tal hasta que no
hayan concluido los estudios médico-legales de la misma donde queden de manifiesto la

causa natural de la misma
Una vez finalizado la autopsia esta se puede clasificar como:

- MS Lesional: los hallazgos microscdpicos, macroscopicos o bioquimicos justifican la

causa de la muerte.

- MS Funcional con sustrato patologico: cuando existen hallazgos que pueden explicar la

muerte pero que no son incompatibles con la vida.
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MS Funcional con hallazgos inespecificos que no justifican la causa de la muerte, son

las autopsias negativas o blancas.
3.1.6.4. Etiologia y epidemiologia de la muerte subita.

Multiples son las causas pero destaca en un 90% el origen cardiaco (Castella et al.,
2013; De Asmundi & Brugada, 2013; Priori 2015; Rodriguez & Vifolas, 1999;
Gallagher 2007; Subirana et al., 2011) por lo que hablar de MS es casi sinonimo de
muerte subita cardiaca (MSC). Entre las de causa no cardiaca destacar entre las
patologias cerebrales la hemorragia cerebral (subaracnoidea o intraparenquimatosa) y

epilepsia o entre las enfermedades pulmonares el asma y el embolismo pulmonar.

Es preciso poner de manifiesto que un 5% de la muertes rapidas e inesperadas son
autopsias blancas o negativas y es imposible determinar la causa de muerte y si la edad
de los fallecidos son menores de 35 afios ese porcentaje sube hasta el 20-30% de los

casos (Adabag et al., 2010; De la Grandmaison, 2006; Morentin & Audicana, 2011).

En nuestro medio el 15% de las muertes naturales ocurren de forma subita (Castella et

al.; 2013; De Asmundis & Brugada, 2013; Marrugat et al., 1999; Subirana et al., 2011).

La incidencia aumenta con la edad y de forma significativa a partir de los 35-40 afios

(Morentin,2011; Bayés, 2012).

Las personas que sobreviven a una MS tienen una alta tasa de recurrencia en los 2 afos

siguientes entre el 45% y 65%. (Lopera et al., 2000).
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3.2.- INTRODUCCION A LOS PROCESOS PATOLOGICOS
CARDIACOS Y MARCADORES DE LESION.

3.2.1. Alteraciones Funcionales y estructurales cardiacas
Cuando se produce un dafio cardiaco este se pone de manifiesto por:

- Laclinica.

Cambios fisiologicos que alteran la conduccion eléctrica cardiaca (ECG) o
relacionados con el trabajo del mismo como el volumen de eyeccién (tension
arterial).

- Lesiones metabdlicas, las cuales podemos poner de manifiesto mediante pruebas
seroldgicas con test de laboratorio o bidmarcadores seroldgicos o técnicas de
biologia molecular.

- Lesiones estructurales tanto micro (alteraciones microestructurales puestas de

manifiesto por analisis microscépico de los tejidos con distintas tinciones e

inmunotinciones) o macro (lesiones objetivadas mediante analisis de imagen

(RX,TAC resonancia magnética, ecocardio, o imagen con radionucletidos PET,

SPET).

Cuando se produce un dafio en la membrana de cardiomiocitos, da lugar a la liberacién
moléculas de material celular, en su mayoria enzimas solubles intracitoplasmaticas y en
menor cuantia enzimas mitocondriales que constituyen el sustrato del desarrollo de test

diagnosticos cardiacos o biomarcadores.

La apariciéon de estos biomarcadores depende del flujo sanguineo. Un area de
miocardio con una perfusion deficiente libera las moléculas mas lentamente que
aquellas con una mayor perfusion. Las zonas subendocérdicas sufren mas por estar esta
peor vascularizada al igual que el ventriculo izquierdo en relacion con el derecho por ser

sus necesidades mayores de oxigeno.

Otro factor que afecta a la liberacion del contenido intracelulares es el tamafo
molecular de los diferentes marcadores, asi se liberaran primero aquellas de menor
tamafio como la CK que tiene 80kDa en relacion con la enzima AST de 93kDa y esta se

liberara antes que el enzima LD de peso molecular de 14kDa.

Dentro de estos marcadores cardiacos (Muioz M, 2015) nos encontramos indicadores

de factores de riesgo, reactantes de fase aguda, necrosis, isquemia, desestabilizacion de
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placa de ateroma, ruptura de placa, enzimas inflamatorias, pronostico, evolucion o
estratificacion (angina estable, SCASEST, SCACST) esquematizado en el cuadro 1.
Debido a la extension del tema mencionaremos solo aquellas que tengan gran

importancia o sean objeto de este trabajo.
3.2.2. Marcadores de daiio cardiaco

3.2.2.1. Marcadores de Disfuncidon Miocérdica.
- BNP

- NT-ProBNP

El péptido natriurético cerebral y su extremo amino terminal se usan para el diagndstico
diferencial y el prondstico de la insuficiencia cardiaca. Son liberados por los miocitos
cardiacos en respuesta al estiramiento de estos debido al aumento de la presion arterial.
Tiene como funcidn oponerse al sistema renina angiotensina aldosterona, estimuldndola
perdida de sodio y por ende de volumen circulatorio. En general tienen un mayor valor
predictivo negativo que positivo, ya que otros procesos que causen estiramiento agudo
de las fibras miocardicas (embolia pulmonar) también pueden elevarlo. Otra gran
utilidad del BNP es el valor para monitorizar la respuesta al tratamiento. Una vez
detectado un valor inicial de partida al iniciar el tratamiento. Recientes publicaciones
demuestran que una reduccién en los valores de BNP tras el inicio del tratamiento se
correlaciona con menor tasa de rehospitalizaciones por descompensacion de

insuficiencia cardiaca y menor tasa de mortalidad a largo plazo.

* BNP y NT-proBNP no sirven para diferenciar entre fallos sistdlicos y
diastolicos ambos se elevan en el fallo cardiaco derecho, tampoco diferencian si este

fallo se debe a causa cardiaca (fallo izquierdo) o respiratoria (cor pulmonale).

3.2.2.2. Marcadores de Necrosis Celular

La actina y miosina son componentes proteicos, altamente expresados en todas las
células eucariotas. Los filamentos de actina son uno de los componente para la
contractilidad celular, con alta expresion en el tejido muscular. La miosina interacciona
con la actina para proporcionar fuerza para poder realizar movimientos celulares. La
troponina forma un complejo proteico que facilita la interaccidbn entre miosina

Troponina mediante el transporte de Ca’". La troponina contiene 3 subunidades
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Troponina C, I y T. La troponina C la subunidad transportadora de Ca®" es expresada en

el musculo cardiaco y en bastante menos cantidad en el esquelético y estd envuelta en

la regulacion de las fases de contraccidon/excitacion en el musculo cardiaco. La

troponina I esta diferenciada en isoformas del musculo esquelético y cardiaco. La

troponina T, la subunidad transportadora de tropomiosina juega su papel confiriéndole

la sensibilidad del calcio a la actividad ATPasa actomiosina existiendo también en su

isoformas muscular y cardiacas.

cTnT

cTnl

Nogo-A

Se hablard de ellos mas detenidamente en el apartado de infarto agudo de

miocardio

3.2.2.3. Marcadores de Isquemia

Aquellos propios de infarto agudo de miocardio (ver mas adelante)

Colina (presenta en la membrana celular) relacionada con la destruccion de la
misma.

FFau (Free fatty acids) Acidos Grasos Libres. Las catecolaminas asociadas a la
isquemia estan relacionadas con su aumento (Enoksson et al., 2005; Kleinfeld et

al., 2002).

3.2.2.4. Reactantes de Fase Aguda

PCR ultrasensible. Sintetizada por el higado y en relacion con los procesos
infecciosos e inflamatorios, su aumento en los procesos cardiacos puede venir de
la desestabilizacion de la placa de ateroma. (Chung et al., 2007; Nilsson et

al.,2003).

3.2.2.5.Ruptura de Placa

sCD40L interactiia sobre el receptor CD40 provocando la liberacion sobre la
matriz extracelular d¢ MMPs con desestabilizacion de la placa (Li et al.,2004).
La liberacion de factores tisulares activa a las plaquetas que aumenta el sCD40L
perpetuando la inflamacion y actividad protombotica del endotelio vascular.

PIGF (Factor de crecimiento placentario) con alta homologia con proteinas

plaquetarias y similitud estructural con el endotelio vascular, relacionadas con
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la activacién  del proceso inflamatorio y reclutacion de macrofagos y
crecimiento de células musculares (Murakami et al., 2003; Barillari et al., 1998).
- PAPP-A (Proteina A plasmatica asociada a embarazo). Molécula

proateroesclerotica (Sivanandam et al., 2004; Lund et al.,2003).

3.2.2.6.Desestabilizacion de la Placa
- MPO. La mieloperoxidasa se almacena en los granulos azuréfilos de los PMN y
macrofagos jugando un papel importante en el estrés oxidativo e inflamacion
con desestabilizacion de la placa de ateroma.
- MMPs. Las metaloproteinasas juegan un papel regulando la matriz extracelular
de la mayoria de los tejidos, en este caso degradando la capa de coldgeno que

protege al ateroma haciendo a este inestable y sensible a la erosion y ruptura.

3.2.2.7. Citoquinas proinflamatorias
- FNT alfa
- IL6

3.2.2.8.Activador de fibroblastos y fibrosis cardiaca
- - GALECTINA 3. Es una proteina soluble secretada por macréfagos activados,
transportadora de [-galactésido. Su principal accion es activar al unirse a los
fibroblastos que forman coldgeno y matriz extracelular, que conduce a la
fibrosis. La galectina-3 se incrementa significativamente en la insuficiencia
cardiaca crdnica (aparicion aguda o no aguda), independientemente de la
etiologia cardiaca progresiva. Diferentes estudios dan valor predictivo de

mortalidad en pacientes con fallo cardiaco (Yan et al., 2009; De Boer, 2007).

3.2.2.9.Marcadores de Biologia Molecular.
0 Gen codificante de leucotrieno B4.
Gen codificante de beta-miosina.

Gen codificante de troponina T2.

0]

0]

0 Gen codificante de troponina 3.

0 Gen codificante de la enzima convertidora de angiotensina-17q.
0]

Gen codificante de receptor alfa2 adrenérgico (Helgadottir et al., 2006).
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3.2.2.10.0tros Biomarcadores Metabdlicos e inflamatorios.
0 Endotelina I (Nessler et al., 2008), miotrofina (Khan et al., 2007),
Urotensina II (Khan et al., 2002;Douglas et al.,2002), adrenomedulina

(Nishida, 2008), cardiotrofina I (Ng et al., 2002), Urocortina (Ng et al.,

2004), Selectina P soluble, Fibrindgeno y Dimero D involucrados en los

fenbmenos

tromboticos

plasmindgeno se asocia a riesgo trombotico.

cardiovasculares y

la disminucion del

TABLA 2. Relacion entre afectacion cardiacay marcadores

Afeccion Cardiaca Definicion

Aterosclerosis/
Inflamacion

Fallo cardiaco cronico
(congestion/ fibrosis)

Infarto agudo de
miocardio

Una variedad de
condiciones relacionadas
con el metabolismo
lipidico e inflamatorio que
afecta de forma aguda o
cronica a uno o mas
componentes del corazén
Fallo en la eficiencia del
bombeo cardiaco

Oclusion o reduccion del
didmetro de las arterias
cardiacas que reduce por
debajo de un punto de corte
el aporte sanguineo del
corazon.

Biomarcador de
screening,

test diagnostico o
monitorizacion
Colesterol, triglicéridos,
HDL, LGL, PCR
ultrasensible, APol, FAP,
PLA2, Homocisteina...

Electrolitos
BNP
NT-porBNP
Galectina 3
Mioglobina
CK-MB
Troponina T
Troponina I

Albumina modificada por
isquemia

3.2.3. INFARTO AGUDO DE MIOCARDIO

El infarto agudo puede ser considerado desde diferentes perspectivas: Clinica,

electrocardiografica, bioquimica, anatomopatologica, epidemiologica e imagen (French

&White, 2004).Historicamente ha habido un acuerdo tacito en cuanto al término

“infarto de miocardio”. La definicion de la OMS mas ampliamente utilizada, requeria la

presencia de 2 de las 3 siguientes condiciones:
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- Sintomas clinicos de infarto de miocardio.
- Elevacion de la concentracion de marcadores (enzimas cardiacas) en sangre.
- Un patron tipico electrocardiografico que involucra el desarrollo de ondas Q o
cambio persistente en onda T (French & White, 2004).
A su vez y en aras de poder realizar una estrategias en cuanto a un tratamiento
inmediato, (tales como terapia de reperfusion), es una practica habitual para designar
IM en los pacientes con dolor de pecho u otros sintomas isquémicos en funcion de su
patron ECG en:
- JAMCEST (elevacion del ST). Desarrollan elevacion del ST en dos derivaciones
contigua, como en una.
- SCASEST. Pacientes con IM sin elevacion del segmento ST.
Muchos pacientes con IM desarrollan ondas Q (IAM con onda Q), pero otros no lo

hacen (no-Q IAM) (French &White, 2004).

- Caracteristicas anatomopatologicas del 1M.
En patologia el IM es definido como la muerte celular del miocardiocito debido a
isquemia prolongada. La necrosis completa de las células miocardicas requiere al
menos entre 2-4 horas a veces mas dependiendo de la circulacion colateral sobre la

zona isquémica.

- Biomarcadores del dafio cardiaco por necrosis.

Los primeros biomarcadores cardiacos tradicionales fueron la LDH y la enzima CK,
esta Ultima tiene 2 isoenzimas una de origen muscular “M”, y otra de cerebro “B” y
CK-MB que puede distinguirse de la CK total por métodos enzimaticos e
inmunologicos.

Para poder hacer una répida deteccion después de sintomas propios de IM se
desarrollaron test capaces de detectar proteinas con pequefia masa molecular capaz de
atravesar membranas y salir mas rapidamente al torrente sanguineo tras la necrosis
miocardica. La Mioglobina con una masa molecular de 17.8 kDa integrada por una sola
cadena polipeptidica de 153 AA y un grupo prostético Hemo que contiene hierro similar
a la hemoglobina. Es la molécula encargada de extraer de la sangre el oxigeno con
capacidad funcional de almacenarlo, si bien esta solo alcanza para algunos latidos.

Procede del citoplasma de células musculares esquelética y cardiaca. Aparece
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rapidamente en sangre y representa un marcador muy sensible por la precocidad del
mismo, aunque poco especifico por su apariciéon en procesos musculo esqueléticos (ej.
rabdomiolisis). La curva de disociacion es diferente de la hemoglobina uniéndose con
mayor facilidad y presentando mayor dificultad para disociacion, facilitando la entrada
de oxigeno en la célula.

La troponina I es una proteina encontrada en el tejido muscular que en conjuncion con
la troponina Ty C regulan la interaccion del Ca®* entre la actina y miosina. 3 isotipos
de troponina I se han identificado: uno asociado a las fibras rapidas y delgadas del
musculo esquelético, otra a las fibras lentas del musculo esquelético y un tercero cTnl
asociado a los filamentos finos del sarcolema del aparato contractil de la célula y son
expresados exclusivamente por el corazon. Esta isoforma cardiaca tiene un residuo
adicional de 31 AA en la parte aminoterminal. Estudios clinicos han demostrado que la
troponina I cardiaca cTnl es demostrable en sangre 4 a 6 horas después del IAM y se
mantiene elevada durante 2 semanas.

Ambos marcadores ¢Tnl y ¢cTnC son altamente sensibles, especificos y pueden elevarse
cuando la concentraciéon de CK-MB todavia no la ha hecho.

La lesion miocéardica se detecta cuando los niveles en sangre de un biomarcador
sensible y especifico como la cTnl, ¢cTnC o la CK-MB (fraccion MB de la creatinin

Kinasa) esta incrementado (Jneid et al., 2013).

Figura 1. Cinética de los marcadores de lesion cardiaca.

100 x ULRR
—— Myaoglobin

= CK-MB

f \ —— Troponin |
\ — Troponin T
; — CK

A —— LDH

50 x ULRR \

Cardiac marker concenirafion
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Perfil cinético de marcadores cardiacos elevados tras elevacion ST en infarto de miocardio. Este perfil es
esquematico y no diferencia entre pacientes con una pronta re- perfusién arterial y aquellos que persisten con
dicha oclusion arterial. Cuando existe una pronta reperfusion la concentraciéon de los marcadores cardiacos se
incrementan de forma mas rapida, adquiere el pico mas rapidamente y con altos valores y regresa a los

valores normales mas rapidamente. Procedente de French & White, 2004.
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Aunque la elevacion en sangre de los marcadores troponina Tc o Ic, reflejan la necrosis
tisular cardiaca sin embargo no indica el mecanismo productor subyacente (Newby et
al., 2012).Varios mecanismos han sido sugeridos para la liberacion de proteinas
estructurales, incluido el recambio normal de células miocardicas, apoptosis, liberacion
de productos de degradacion de troponina, incremento de la permeabilidad de la pared
celular, formacion y liberacion de vesiculas membranosa y necrosis de miocitos
cardiacos (Frangogiannis, 2015). Independientemente de la biopatologia, la necrosis
miocardica debida a isquemia miocardica es definida como IM.

Sin embargo, la mayor sensibilidad de los marcadores cardiacos tejido especificos y
de las técnicas de imagen capaz de detectar cada vez mas pequenas cantidades de dafio
tisular o necrosis asi como el mejor manejo de los pacientes con IM, han mejorado
significativamente, lo que resulta en menos lesiones del miocardio y necrosis, a pesar
de una presentacion clinica similar. Por otra parte, parece necesario distinguir las
diversas condiciones que puede causar IM, como "espontanea" y aquellas “relacionada
con el padecimientos cardiacos previos de IM y patologias” extracardiacas con afeccion
cardiaca.

Debido a todo ello la definicion de IM ha precisado actualizaciones a lo largo del
tiempo. En el afio 2000, el Primer Grupo de Expertos Mundial de IM present6 una
nueva definicion de infarto de miocardio, lo que implicaba que cualquier necrosis en el
proceso de isquemia miocardica se debe etiquetar como IM (Braunwald et al.,
2000a,b).

Estos principios se perfeccionaron aun mas por el Segundo Grupo de Expertos mundial
de MI, lo que llevd a la definicion universal de Infarto de Miocardio Documento de
Consenso de 2007, que destaco las diferentes condiciones que pueden conducir a un IM
(Thygesen et al., 2007). Este documento, aprobado por la Sociedad Europea de
Cardiologia (ESC), el Colegio Americano de Cardiologia Foundation (ACC), la
American Heart Association (AHA) y la Federacion Mundial del Corazéon (WHF), ha

sido bien aceptado por la comunidad médica y aprobada por la OMS.
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Tabla 3. Causas de elevacion de los valores de troponina cardiaca debido a la lesion miocardica.

Lesiones relacionadas con la isquemia miocardica primaria
Ruptura de la placa

Formacion de un trombo intraluminal arteria coronario

Desequilibrio de la isquemia miocéardica. Lesiones relacionadas con la oferta / demanda
Taqui-/bradi-arritmias

Diseccion aortica o valvulopatia aortica severa

Miocardiopatia hipertrofica

Cardiogénico , hipovolémico o shock séptico

Insuficiencia respiratoria grave

Anemia grave

Hipertension con o sin hipertrofia ventricular izquierda

Espasmo coronario

Embolia coronaria o vasculitis

Disfuncién endotelial coronaria sin enfermedad coronaria arterial significativa

Lesiones no relacionadas con isquemia miocardica

Contusion cardiaca, cirugia, ablacion, marcapasos, desfibriladores o descargas
Rabdomidlisis con afectacion cardiaca

Miocarditis

Agentes cardiotoxicos, por ejemplo antraciclinas, herceptina

Lesion miocardica multifactorial o indeterminado

Insuficiencia cardiaca

Estrés cardiomiopatia (takotsubo)

Embolia pulmonar grave o hipertension pulmonar

Sepsis y pacientes en estado critico

Insuficiencia renal

Enfermedades neurologicas agudas graves, por ejemplo, derrame cerebral, subaracnoidea
Hemorragia

Enfermedades infiltrativas, por ejemplo, amiloidosis, sarcoidosis

Ejercicio extenuante
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- Actual definicion de IM

La tercera y ultima definiciéon universal del Infarto de miocardio fue publicada en la
revista Circulation en octubre de 2012 (Thygesen et al., 2012). Expresa que la
definicion del término”Infarto Agudo de miocardio (IAM)” se debe utilizar cuando hay
evidencia de necrosis miocardica en una clinica compatible con isquemia miocardica
aguda.

En las siguientes condiciones, uno cualquiera de los siguientes criterios se encuentra
con el diagndstico de IM:

- La deteccion de un aumento y/o disminucion de los valores de biomarcadores
cardiacos [preferiblemente troponina cardiaca (cTn)] con al menos un valor por
encima del percentil 99 del limite superior de referencia (URL) y con al menos
una de las siguientes situaciones:

0 Clinica de isquemia cardiaca

0 Nuevo o presunto nuevo cambio significativo del segmento ST-T u onda
(ST-T) o nuevo bloqueo de rama izquierda (BRI).

0 Desarrollo de ondas Q patoldgicas en el ECG.

O Pruebas de imagen de nueva pérdida de miocardio viable o nueva
motilidad anormal regional de la pared cardiaca.

0 Laidentificacion de un trombo intracoronario por angiografia o autopsia.

- Muerte cardiaca con sintomas sugestivos de isquemia miocéardica y presuntos
nuevos cambios isquémicos en el ECG o nuevo BRIHH, pero la muerte cardiaca
se produjo antes que se obtuvieran los biomarcadores, o antes que aumentaran
los valores de biomarcadores cardiacos.

- La intervencion coronaria percutanea (PCI) relacionada con IM se define
arbitrariamente por la elevacion de los valores de ¢Tn (>5% del 99 percentil
URL) en pacientes con valores de linea de base normal (<99 percentil URL) o
un aumento de los valores de ¢cTn>20% si los valores iniciales son elevados y
estan estables o disminuyendo. Ademés de cualquiera de los items son
requeridos:

O Sintomas sugestivos de isquemia miocardica

0 Nuevos cambios isquémicos en el ECG
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0 Los hallazgos angiograficos en consonancia con una complicacion del

procedimiento

0 Imagenes de demostracion de una nueva pérdida de miocardio viable o

nuevo movimiento anormal de la pared regional.

- La trombosis del stent asociado con IM cuando se detecta por angiografia

coronaria o autopsia en el contexto de la isquemia miocardica y con una subida

y/o caida de los valores de biomarcadores cardiacos con al menos un valor por

encima del 99 percentil URL.

- La cirugia de revascularizacion coronaria (CABQG) relacionada con IM se define

arbitrariamente por la elevacion de los valores de los biomarcadores cardiacos

(>10 x 99 Percentil URL) en pacientes con los valores de referencia normales

cTn (<99 percentil URL). Ademas, son requeridos al menos uno de los items

siguientes:

0]

0]

Nuevas ondas Q patologicas.

Nuevo BRIHH.

Nueva oclusion de nuevo injerto o de la arteria coronaria nativa
documentados angiograficamente,

Evidencia de imagen de nueva pérdida de miocardio viable o nueva

anormalidad de movimiento de la pared regional.

- Criterios para el infarto de miocardio previo

Cualquiera de los siguientes criterios cumple con el diagnéstico de IAM previo:

- Ondas Q patologicas con o sin sintomas en ausencia de causas no isquémica:

- Pruebas de imagen de una region de la pérdida de miocardio viable que se

adelgaza y deja de contraer, en ausencia de una causa no isquémica.

- Hallazgos patoldgicos de un IM previo.

Lesiones histopatoldgicas de dafio tisular miocardico con necrosis pueden ser

evidenciadas asociadas a condiciones clinicas de dafio no isquémico. Como asociadas a

fallo cardiaco, miocarditis, fallo renal, arritmias, tromboembolismo pulmonar,

cateterismo cardiaco percutaneo o procedimientos de cirugia coronaria. Estos no deben

ser etiquetados como infarto de miocardio o una complicacion de la los procedimientos,

sino mas bien como lesiéon miocardica, como se ilustra en la figural. Es importante en

estas circunstancias distinguir los cambios agudos en las cifras de Tnc las cuales
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requieren incrementos o caidas de valores frente a elevaciones cronicas como
cardiopatias estructurales que no cambian subitamente (Thygesen et al., 2010; 2012;De
Lemos et al., 2010;Kavsak et al., 2011). Por ejemplo, pacientes con insuficiencia renal
cronica pueden tener importantes elevaciones de cTn como se ve en muchos pacientes
con infarto de miocardio, pero no cambian de forma aguda (Jaffe, 2006).

Figura 2 Esta figura muestra varias entidades clinicas que pueden estar asociadas con dafio

celular cardiaco con elevacion de troponinas, Independientemente puede estar asociado a IM
en caso que exista evidencia clinica. Tomado de Thygesen et al., 2012.

Myocardial injury

with cell death
Cardiac marked by cardiac
procedure troponin elevation

Non-cardiac
major procedunt

Clinical evidence

of acute myocardial
ischaemia with

rise and/or fall

of cardiac tro ponin

Tachy-brady-
arrhythmia

Heart Renal
failure faflure

Un listado de tales circunstancias clinicas que presenta elevacion ¢Tn se describi6 en la
tabla 3.

El biomarcador preferido por todos para cada una de las categorias de IM es la ¢Tn (I o
T) que tiene una alta especificidad para el tejido miocardico como una alta sensibilidad
clinica.

Determinaciones de incrementos o caidas son esenciales en el diagnostico de un infarto
Agudo de Miocardio (Jaffe et al., 2006). Un incremento de la concentracion es definida
como una elevacion del 99 percentil sobre el valor de referencia de la poblaciéon normal.
La precision Optima se define por el CV siendo este por debajo del 10% en el 99
percentil.

La determinacion de cTn debe de estar elevada en la primera toma de muestra de sangre
y se debe de repetir la toma de sangre entre las 3 y 6 horas siguientes. Mas tarde se
requieren muestras si se producen nuevos episodios isquémicos o cuando el tiempo de
los sintomas iniciales no estd claro (de Lemos et al., 2010). Para establecer el
diagnostico de infarto de miocardio se requiere un incremento o caida de los valores,
con al menos un valor por encima del nivel de corte, asociado con una alta probabilidad

pre-test. Sin embargo, un patrén de aumento o disminucién no es absolutamente
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necesario para hacer el diagndstico de infarto de miocardio si un paciente con un alto

riesgo pre-test de IM presenta desde inicio de los sintomas.

Los valores pueden permanecer elevados durante 2 semanas desde el inicio de la

necrosis de los cardiocitos (Thygesen et al., 2010).

En caso de que no exista la posibilidad de realizar ¢Tn la prueba indicada seria a CK-

MB.

Niveles elevados de suero cTn indican necrosis miocardica independientemente de la

fisiopatologia subyacente.

La Tercera definicion Universal del Infarto de Miocardio subclasifica a este segin

diferencias anatomopatologicas, clinicas, prondsticas y terapéuticas en 5 subgrupos:

Tipo 1- Infarto de Miocardio Espontidneo.- Relacionado con la patologia de la placa de
ateroma (ulceracion, erosion, fisura y rotura o diseccion) con formacion de
trombo arterial coronario, y la consiguiente necrosis miocardica por disminucion
del flujo sanguineo distal.

Tipo 2- Infarto de Miocardio secundario a un desequilibro isquémico.- Originado por
una disfuncioén endotelial o vasoespasmo que disminuye el flujo sanguineo, por
aumento de la demanda de oxigeno en un territorio cardiaco en presencia de una
placa fija de ateroma responsable de cierta estenosis, o simplemente por
circunstancias clinicas que ocasionan aumento de la demanda oxigeno.

Tipo 3- Muerte como consecuencia de Infarto de Miocardio previa a la elevacion de
marcadores.- Causa cardiaca con clinica y alteraciones electrocardiograficas
compatibles con isquemia, producida antes de que los marcadores cardiacos
puedan aumentar o ser medidos.

Tipo 4- Relacionado con fases de instrumentalizacion en los procedimientos de
revascularizacién mecanica coronaria. Ha y subtipos
Tipo 4 A- Infarto de Miocardio relacionado con la intervencion percutanea (PCI)
Tipo 4 B- Infarto de miocardio relacionado con la trombosis del stent
Tipo 4 C- Infarto de Miocardio relacionado con la reestenosis del stent

Tipo 5- El infarto de miocardio relacionado con cirugia de revascularizaciéon coronaria

injerto (CABG)
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Tabla 4.

elevacion de marcadores

coronaria injerto (CABG )

Infarto de Miocardio Espontaneo
Infarto de Miocardio secundario a un desequilibro isquémico
Muerte como consecuencia de Infarto de Miocardio previa a la

Tercera Definicion Universal de Infarto de Miocardio

Infarto de Miocardio relacionado con la intervencion percutanea (PCl)
Infarto de miocardio relacionado con la trombosis del stent

Infarto de Miocardio relacionado con la reestenosis
El infarto de miocardio relacionado con cirugia de revascularizacién

Figura 3.Modelo conceptual de distribucion clinica elevacion de troponina.

Modificado de Newby et al.,

I Troponin Positive |
Ischemic MNonischemic
T T
Direct
Myocardial Infarction Mot an M1 Myocardial
/ \ Damage
Non-ACS ACS Cardiac Systemic
- CHF
Rl Infection PE
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Inflammation = Anthracyclines
- Myocarditis Trauma
Noncoronary Coronary - Pericarditis = Blurt chest wall injury
Hypoxia Increased demand (stable CAD lesion) Tl;a;m F;aiEIFFt:ior: DE
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Hypoperfusion Spasm .»‘\;Jll. ’ o ;
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P e Malighaney Subarachnoid hemorrhage
_FCl Stress CM
- CT surgery Infilrative diseases
Cocaine/Methamphetamine
Analytical
Assay Based Sample Based
= Poor performance = Heterophile antibody

= Calibration ermors

- Interfering substances

ACS: Sindrome Coronario Agudo; AMI: Infarto Agudo Miocardico; CAD: Enfermedad arterial coronaria; CHF: Fallo congestivo
cardiaco; CM: Cardiomiopatia; CT: cardiotoracico; PCI: Intervencion coronaria percutanea; PE: Embolismo pulmonar; STEMI:
Infarto de miocardio con elevacion del segmento ST. Adaptado de: Newby et al., 2012.
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3.3.- POLI(ADP-RIBOSA) POLIMERASA-1 (PARP1)

3.3.1.Definicion

Las células detectan y responden a los desafios del ambiente, estableciendo una rapida
respuesta de estrés que conlleva la activacion de un mecanismo sensor crucial para la
supervivencia “la ADP-ribosilacion de proteinas” una modificacion postranslacional
que ocurre primariamente como respuesta al dafio del ADN (Luo & Kraus, 2012).

El enzima poli (ADP-ribosa) polimerasa 1 (PARP1), también conocido como ADP-
ribosiltransferasa-1, ADPRT-1, o poli(ADP-ribosa) sintasa-1 es una de los enzimas
nucleares mas abundantes presentes en células eucariotas (excepto levaduras).
Desempefiando diversos roles en muchos procesos moleculares y celulares, incluidos
deteccion y reparacion del dafio DNA, modificacion de cromatina, transcripcion, via de
activacion de apoptosis y division celular entre otros. Descrita por Chambon y
colaboradores en 1963 (Chambon& Weill, 1963). Es la isoforma mas abundante en la
familia PARP (Jagtap & Szabd, 2005; Schreiber et al., 2006; Szabo et al., 2006a; Virag,
2005; Virag & Szabo, 2002). La funcion del PARP1 es catalizar la transferencia de
monomeros de ADP ribosa obtenidos del sustrato NAD+ sobre los grupos carboxilos de
los aminodacidos lisina, aspartico y glutamico de una serie de proteinas nucleares. La
modificacion transitoria de las proteinas nucleares por PARP1 constituye una forma de
modificacion post-transduccional necesaria tanto para la activacion como desactivacion
de de procesos celulares (Kim & Zhang, 2005). La uniéon de PARP1 a las roturas de
ADN activa la capacidad catalitica del enzima actuando en el mantenimiento estructural

de la cromatina nuclear.

3.3.2. Estructura

PARPI1, es una proteina nuclear de 116 kDa. formada por mas de 1014 AA (Virag,
2005). Su estructura se puede dividir en 6 dominios estructurales. Solo 3 de dichos
dominios estan bien descritos funcionalmente. A su vez dichos dominios mayores se
pueden dividir en subdominios como se puede ver en la (Figura 4). La estructura de la
enzima esta altamente conservada en células eucaridticas (92% de homologia entre
hombre y ratén) mostrando un alto grado de homogeneidad entre diferentes especies en
el dominio catalitico.

- El dominio transportador de DNA (BDB)(DNA Binding Domain) localizado en el
extremo N-terminal contiene 2 enlaces de cinc (FI), (FI) que a modo de dedos son los

responsables de la unioén y transporte de DNA y algunas unién proteina-proteina,
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ademas contiene una sefial de localizacion nuclear (NLS). También contiene la
secuencia de AA (DEVD) reconocidas por las caspasas 3y 7 sobre la cual se realiza la
escision proteolitica en la muerte celular apoptotica (Kaufmann et al., 1993; Lazebnik
et al., 1994).

- El dominio de automodificacion BRCT, se extiende desde los residuos de AA 374 al
525 que es comun en muchas proteinas de reparacion del ADN y del ciclo celular.
Contiene residuos de lisina y glutamato altamente conservados donde las moléculas de
ADP-ribosa se une covalentemente (90TC) y modulando la actividad enziméatica (91TC)
haciendo a PARP1 a si mismo el mayor aceptor de moléculas de ADP-ribosa. Bastantes
estudios muestras que este dominio posee bastantes uniones potenciales transportadoras
proteina-proteina envueltas en reacciones de homo y heteromodificacion (92TC).
También incluye el motivo “BRCA1 C-terminus-like” (BRCT), repeticiones de
ankyrina, dominios WWE domains (Am¢ et al., 2004).

-El dominio catalitico C terminal se extiende desde el AA 654 al 1014. Contiene el
locus del sustrato (NADH+) transportador y medio para transferir las moléculas de
ADP-ribosa para aceptar proteinas para formar polimeros de ADP-Ribosa (Mazen et
al., 1989; de Murcia & Menissier de Murcia, 1994; de Murcia et al., 1994; Schreiber et
al., 1995; Szab6, 2000; Smith, 2001) (Figura 4). Contiene también una regién llamada
PARP Signature (firma de PARP) de 50 AA comun al 100% de los vertebrados. (Rolli
et al., 2000).

Los subdominios C y E son los peor descritos hasta la fecha y se les desconoce la
actividad biolégica.

La actividad enzimatica de PARP1 es muy baja pero es estimulada dramaticamente en
presencia de una variedad de activadores alostéricos. Ha sido implicada en muchas
funciones pero donde mas ha destacado es en la reparacion del DNA. Es como un
interruptor sensor del dafio de DNA ademas de molécula transportadora para uno o
ambos trozos de la cadena de DNA fragmentados (D’Amours et al., 1999; Oei & Shi
2001; Kun et al., 2002, 2004; Kim et al., 2004).La actividad enzimatica del PARP1

viene dado por la sintesis de un polimero aniénico de ADP-Ribosa (PARP).
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Una vez detectado el dano del ADN, PARPI1 se une a través de la estructura de los
dedos de cinc presentes en el dominio de uniéon al ADN y se activa. Forma
homodimeros principalmente a través de la estructura FII (segundo dedo de cinc) y
cataliza la escision del NAD" (B nicotinamida adenina nucledtido) en nicotinamida y
mondémeros de ADP-ribosa para formar polimeros anidnicos que posteriormente
utilizara como sustrato de tamafio variable lineal o de largas ramas ramificado de ADP-
ribosa. La union covalente tiene lugar sobre residuos G glutdmico, acido aspartico y
glicina de un nimero de proteinas diana aceptoras, relacionadas funcionalmente con el
DNA (heteromodificacion) incluido histonas o sobre si misma PARP1 (dominio
automodificador, automodificacion). (Schreiber et al., 2006). El principal aceptor de
PARP in vivo es el PARP1 (Kim & Zhang, 2005), histonas nucleares, la uniéon con
histonas H1 y una variedad de factores que actia con la transcripcion 1 (Ogata et al.,

1981; Huletsky et al., 1989; D’ Amours et al., 1999; Kraus & Lis, 2003).
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Figura 5. Sintesis y degradacion de PAR en una proteina aceptora.

PARP-1 PARG
Acceptor i : ; Mono(ADP-ribose)
Protein ﬁ Poly(ADP-ribose)-Protein ﬁ Oligo{ADP-ribose)
NAD* Nicotinamide H:O0 Mono(ADP-ribose)-Protein
ADP-ribosyl
Protein Protein Lyase
ADP-DP

(Esquema tomado de Mi Young Kim, 2000).

La capacidad de formar polimeros de PARP1 varia desde unas pocas unidades hasta 200
monémeros (Alvarez-Gonzalez et al., 1999) mediante 3 actividades enzimaticas
diferentes:

Iniciacion. - Transferencia de un resto mono ADP-ribosa sobre el sustrato. Mediante un
enlace tipo ester se produce el primer mondémero de ADP-ribosa al grupo carboxilo del
sustrato, un aminoacido aceptor en las proteinas diana.

Elongacion del polimero.- mediante incorporacion de nuevas unidades de ADP-ribosa
secuenciales unidas a través de enlace glicosidico a 17" —2".

La transferencia de moléculas de ADP-ribosa para formar cadenas de poli(ADP-ribosa)
lineales.

Ramificacién del polimero.- Se produce de una forma irregular con una pauta de
ramificacion entre cada 20 a 50 unidades de ADP-ribosa de la cadena principal

mediante enlace glicosidico 2”"—1"( Schreibert et al., 2006).
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Figura B Mecanismo de activacion de PARP-1 tras el dano en el ADN. Determinados agentes
genolx  activan PARP-1. Se muestra el procedimiento de activacion, sintesis de polimero a patir
de NAD+ vy 1a consiguiente modificacion de determinadas proleinas nucleares, Adaplacos de (Aguilar-
Quesada, Muncz-Gamez et al. 2007)

Poli ADP-riboxilaciéon es un proceso dindmico, rapido, marcado por una vida media
corta (<1 minuto) del polimero (Whitacre et al., 1995). La degradacion de PARPI
puede ocurrir en cualquiera de las 3 etapas descritas. El principal enzima con capacidad
de hidrolizar polimeros poli(ADP-ribosa) es el poli(ADP-ribosa) glicohidrolasa
(PARG). PARG divide vinculos ribosa-ribosa en el polimero para liberar unidades de
ADP-ribosa. La actividad PARG puede ser modulada por muchos factores tales como la
longitud del polimero, la proteina aceptora o la fase del ciclo celular. Cuando la sintesis
o concentracion de polimeros es alta, se incrementa la actividad de PARG, esto explica
la corta vida de estos polimeros en condiciones estimuladas (Davidovic et al., 2001).
Otra enzima litica que escinde el residuo ADP-ribosa restante en la proteina aceptora
siguiente a la accion PARG es la proteina ADP-ribosilliasa (Virdg & Szabd, 2002).
Ambas enzimas juegan un papel esencial en la expresion de citoquinas inflamatorias,
quimiokinas, moléculas de adhesion, y mediadores inflamatorios.

Otras proteina no relacionada estructuralmente con capacidad hidrolizar los enlaces
glicosidicos entre las unidades de ADP-ribosa es la ADP-ribosylhydrolase 3 (ARH3)
(Oka et al., 2006) y la poli(ADP-ribosa) fosfodiesterasa que degrada el enlace de fosfato

en las células de mamiferos.
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Figura 7. Ciclo de la sintesis y la degradacion de polimeros poli(ADP-ribosa).
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(Iniciacién) MonoARTSs transfieren el primer resto de ADP-ribosaa partir de NAD" a las proteinas
aceptoras. (Alargamiento) Para producir cadenas lineales, PARPIcataliza el polimero de poli lineal
(ADP-ribosa). (Ramificacion) Produccion de cadenas ramificadas, PARP1 también cataliza la formacion
de vinculos de ribosa a (1" '-2") a ramas principales de ribosa, sintesis de un polimero ramificado poli
(ADP-ribosa). (Degradacion) de polimeros de poli (ADP ribosa)se degradan rapidamente por PARG o
AHR3. El ultimo residuo ADP-ribosa se retira de la proteina, basicamente por una proteina de ADP-
ribosilliasa. El enlace pirofosfato en células de mamifero también puede ser degradado por la

fosfodiesterasa. (adaptado de Hottiger et al., 2011).

3.3.3. LA SUPERFAMILIA PARP.

Hasta la fecha se han identificado 18 enzimas que muestran homologia con la secuencia
del dominio catalitico PARP (Amé et al., 2004). Pero solo PARP1 y PARP2 resultan
activadas tras el dafio en el ADN. PARPI es el mayor y més caracterizado de la
Superfamilia PARP. Se considera una isoforma clave, responsable de la poli -ADP-
ribosilacion de varias proteinas nucleares. Se localizan en diferentes compartimentos
celulares, aunque la funcion de muchas de ellas atin no esta clara. PARP1 -3 y
tankyrasas 1-2 son nucleares primarias (Amé et al., 2004), mientras que PARP4 | 6, 8,

9, 13 a 15 se puede también encontrar en el nucleo pero no exclusivamente. Las
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funciones de estas proteinas implican muchos procesos celulares, incluyendo la
reparacion del ADN, la regulacion del ciclo celular, proliferacion y la mitosis (Amé et
al., 2004; Hakme, 2008).

Se ha sugerido una nueva clasificacion de los miembros de la familia PARP en tres
grupos, sobre la base de las caracteristicas de su dominio catalitico (Hottiger et al.,
2010).

1 - Con actividad poli (ADP-ribosil) transferasa: PARP1-5, que conserva el residuo
Glu988 que indica actividad catalitica de PARP35. (PARP5a-y-b son los clasicamente
llamadas Tankirasa-1 y -2, respectivamente) (Amé et al., 2004).

2 - Con actividad mono (ADP-ribosil) transferasa: PARP-6-8, 10 -12, 14-16, que han
demostrado supuesta actividad monoADPribosiltransferasa.

3 - reportado sin actividad: PARP-9 y 13, que han sido notificado como inactivo porque
carecen residuos de union de NAD" al glutamato catalitico (Aguilar et al., 2005).
PARP2 y PARP3 son los dos miembros mas cercanos de PARP1 que también se cree
que estan relacionados con la reparacion del ADN.

PARP2 (62kDa) se descubrié como resultado de la presencia de actividad ADP-
ribosilacion residual tras dafio en ADN en fibroblastos embridnicos de ratones sin
actividad PARP1 (Shieh et al., 1998; Amé et al., 1999). Es el segundo miembro mas
descrito y junto con PARPI los unicos que tras dafio de ADN poseen actividad
poliADPribosiltransferasa. Ambos poseen funcionalidades similares. De hecho PARP2
estd implicado en el 10% de la sintesis total de poliADPribosilacion tras la activacion
por dafio de ADN, siendo baja la abundancia y/o actividad catalitica de esta enzima 88.
Las células PARP2” muestran defectos en la reparacion del ADN confirmando su
implicacion en la reparacion a pesar de su reducida capacidad de sintetizar PARP. La
cristalizacion de su estructura es muy similar a la de PARP1 (69% de homologia en el
dominio catalitico) excepto en la estructura alrededor del DBD. Presenta algunas
diferencias en el dominio de modificacion que se traduce en la diferencia de las
proteinas a las cuales se asocia, como diferencias en el dominio de unién al ADN (Amé
et al., 2004) las cuales refleja diferencias en términos de afinidad para el sustratos y/o
hebra de ADN fracturada. Ambas PARP no solo presenta funciones solapadas sino
también complementarias. En este sentido PARPI ha sido descrito para
poliADPribosilar preferentemente el receptor H1 de la histona mientras que el PARP2
el nucleo de la histona (Oliver et al., 2004). Ambas pueden interaccionar y

heterodimizar con la mayoria de proteinas nucleares. También PARP2 actia como un
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modificador de la estructura de la cromatina e interactia con PARP1 en los procesos de
reparacion modificados por BER (sistema de reparacion por escision de bases) y SSBR
(sistema de reparacion de estructura simple de cadena). Ademads interactian como
proteinas implicadas en la estructura del cinetocoro y el punto de control del uso

mitético.

3.3.3.1.PARP

Consiste en unico N-terminal de 39 amino acidos seguido por el dominio homologo de
PARP (la region identificada como dominio homologo de PARP es el dominio
catalitico de PARP1 entre AA 524-1014) siendo la proteina mas pequefia de la familia
PARP. La actividad de esta proteina es apenas detectable. Interacciona con PARP1 en el
centrosoma lo que sugiere una relacion entre los mecanismos de supervivencia atreves
de reparacion de dafios de ADN y los puntos de control de fidelidad mitdtica (Kanai et
al., 2003). Por acercamiento proteémico, PARP3 fue encontrado formando complejos
con reparacion de ADN como ADN-PKcs, PARP1, DNA ligasa III, DNA ligasa IV
(Ku70, & Ku80112). Ha sido caracterizado como una mono ADP-ribosiltransferasa con
capacidad por si mismo de ribosilar ADP e histonas H1 y con capacidad de activar
PARPI1 (Loseva, 2010).

La proteina VPARP con un tamafio de 196,2 kDa es la mas grande de la familia. Esta
proteina esta asociada con proteinas “vault” Boveda. Su funcion no esta bien definida
pero se cree que participa en el trasporte celular y puede estar asociada a resistencias a
drogas (Kickhoefer et al., 1999; Scheffer et al., 2000). Ademés esta proteina esta
localizada en los poros nucleares y asociada al huso mitotico durante la fase de mitosis.
Boveda de PARP (VPARP) no tiene ninguna DBD, y el extremo N terminal estd
ocupado por un motivo BRCT. El enzima tiene un NLS que reside en la parte C-
terminal.

La Tankirasas 1 y 2 estdn asociadas con proteinas teloméricas, interactua con las
mismas proteinas (TRF1, Glut4, IRAP, etc.). Posee relacion con el trafico de vesiculas
(en concreto glucosa) (Smith & de Lange, 2000) presentandose en multiples
localizaciones subcelulares, poros nucleares, telomeros, en las vesiculas de Golgi, etc.
Poseen un alto grado de homologia 85% y sélo difieren en el (HPS). El extremo N tiene
una histidina--prolina, y rica en serina (HPS) region o dominio N-terminal (NTD),
respectivamente. Las partes restantes [repeticiones de ankyrina, motivos estériles alfa

(SAM), y dominios cataliticos] son basicamente los mismos (Figura 8).
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Figura 8. La comparacion de las estructuras de dominio de algunas enzimas.

Tomada de Viradg & Szabé, 2002.
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Figura 9. Esquema de familia PARP. Adaptada de Amé et al., 2004.
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(Katoh & Katoh, 2003), ademas en la modificacion de PARP de ciertas histonas.
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Los inhibidores de PARP no son especificos de cada proteina y su empleo produce una
inhibicién de todas las familias, esto es debido a su gran homologia en el dominio
catalitico, blanco de de acciéon de los inhibidores quimicos PARP- Los tnicos
miembros de la familia que tienen actividad reparadora del dafio del ADN son PARP1 y
2 y su inhibicion es la responsable de la sensibilizacion frente a la terapia antitumoral

del dafio de agentes genotoxicos

3.3.4. FUNCION

Son multiples las funciones dentro del PARP1 (Amé et al., 2004); Se han identificado
18 proteinas que presenta homologia dentro del dominio catalitico pero con diferentes
funcion, estructura y localizacion funcional (Figura 10) (Miwa & Masutani, 2007).

Las podemos clasificar en funcion de las dianas y la actividad enzimatica del PARPI
en: 1) Proteinas de reparacion celular y mantenimiento de la integridad genomica; 2)
Muerte celular; 3) Factores relacionados con la estructura de la cromatina y regulacion

de la transcripcion; 4) Otras funciones. La principal y mas estudiada la primera:
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Figure 10 tructural and functional characteristics of PARP1. a | Poly(ADP-ribose) polymerase 1
(PARP1  hownwith its DNA-binding (DBD). automodification (AD) and catalytic domains. The PARP
signature sequence (yellow box within the catalytic domain) comprizes the sequence most conserved
amaong PARPs. Crucial residues for nicotinamide adenine dinuclectide (NAD*) binding (histidine; H and
tyrosine; Y) and for polymerase activity (glutamic acid; E) are indicated. b | Consequences of PARP1
activation by DMNA damage. Although not shown to simplify the scheme, PARP1 is active in a
homodimeric form® 6117, PARP1 detects DNA damage through its DBD. This activates PARP1 to synthe-
size poly(ADP) ribose (pADPT: yellow beads) on acceptor proteins, including histones and PARP1. Owing
to the dense negative charge of pADPr. PARP1 loses affinity for DMA, allowing the recruitment of repair
proteins by pADPr to the damaged DMNA (blue and purple circles). Poly(ADP-ribose) glycohydrolase
(PARG) and possibly ADP-ribose hydrolase 3 (ARH3) hydrolyse pADPr into ADP-ribose molecules and
free pADPr ADP-ribose is further metabolized by the pyrophosphohydrolase NUDIX enzymes into AMP,
raising AMP:ATP ratics, which in turn activate the metabolic sensor AMP-activated protein kinase
(AMPEK)L NAD is replenished by the enzymatic conversion of nicotinamide into NAD* at the expense of
phosphoribosylpyrophosphate (PRPF) and ATE Examples of proteins nen-covalently (pADPr-binding
proteins) or covalently polylADP-ribosyl)ated are shown with the functional consequences of modifica-
tion (reviewed in REF. 20). It is important to note that many potential protein acceptors of pADPr remain
to be identified owing to the difficulty of purifying pADPr-binding proteins in vive. PARP inhibitors
prevent the synthesis of pADPr and hinder subsequent downstream repair processes, lengthening the
lifetime of DMNA lesions. ATM, ataxia telangiectasia-mutated; BER, base excision repair; BRCT. BRCA1L
carboxy-terminal repeat motif; DNA-PKes, DNA-protein kinase catalytic subunit; DSB, double-strand
break; HR, homoloegous recembination; NHE], nen-hemaologous end joining; NLS, nuclear localisation
signal: PP inorganic pyrophosphate; 55B, single-strand break: Zn, zinc finger.

Figura procedente de Miwa & Masutani, 2007.

3.3.4.1. Proteinas de reparacion de ADN y mantenimiento de la integridad genémica.
PARP1 es un sensor interruptor molecular de dafio de ADN. Como resultado de la
inestabilidad inherente de la cadena sencilla del ADN bien por causas endégenas como
toxicos productos del metabolismo o exdgenas por ejemplo radiaciones ionizantes,
agentes alquilantes u oxidantes aunque recientemente también se han descrito otros
estimulos diferentes como procesos infecciosos, estrés y derivados de hormonas
esteroideas, o indirectamente tras la iniciacion de la reparacion de la escision de bases
BER, ademas si estds roturas persisten pueden convertirse en dafio de doble hélice
(Horton et al., 2008). Este dafio bien por union o roturas, sean estas por dafio de bases o
ruptura directa del esqueleto aztcar fosfato, cuando se activa, su actividad catalitica
aumenta 500 veces, produciéndose una respuesta molecular bioquimica inmediata, se
une al ADN dafnado a través del doble dedo de cinc teniendo un importante papel en la
configuracién espacial y temporal de su reparacion (Kim et al., 2005).

Para la reparacion utiliza la ruta de cadena sencilla SSBR o reparacion de escision de
Bases (BER). A través de esta union se produce un cambio en el remodelado espacial de
PARPI que activa el dominio catalitico y dispara su actividad enzimatica.

Sobre las Histonas la Poli(ADP-ribosilasion) entrega cargas negativas a histonas
dirigiendo la repulsion electrostatica sobre histonas y ADN, un proceso implicado en la

apertura o relajacion de la fibra de cromatina de 30 nm, incrementando el acceso y
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sefalizacion del dafo del ADN, estableciéndose un reclutamiento de factores SSBR o/y
BER sobre el lugar de la lesiéon permitiendo la supervivencia celular e integridad
genomica de la misma (Schreiber et al., 2006; Dantzer et al., 2006).

PARP1 también es activado por la rotura de cadena de doble hélice DsBs (Miwa &
Masutani, 2007) las cuales pueden ser reparadas a través de 2 rutas, dependiendo del
contexto del dafio del ADN: mediante recombinacion homologa (HR) mecanismo libre
de errores o por unién a extremos no homologos (NHEJ) (Kanaar & Wyman, 2008).
Mas del 90% de las DBS en los mamiferos utilizan la via NHEJ (Hakem, 2008).

El ADN que no se repara adecuadamente crea una inestabilidad gendémica que puede

dar lugar a carcinogénesis (Hakem, 2008).

Figura 11.Multiples funciones de PARPI en la respuesta frente a la lesion del
ADN.
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Figura 11 Pape! de la poli (ADPribosilajcion en la respuesta al dafo en & ADN. PARP-1
detecta ras en el ADN e inicia la sintesis de un polimero ramificado de ADP-ribosa (Pezzella,
Pastoring et al.) sobre los residuos de glutamina, dcido aspartico v kisina de las proteinas aceptoras
La poli{ADP-ribosilajcion de PARP-1 (automedificacion) permite el reclutamiento de proteinas de
reparacion que contienen un dominio de unidn a poli (ADP-ribasa) en el sitio del dafio. La poli (ADP-
ribositajcidon de las proteinas gue El poli (ADP-ribosilajcion de las histonas permile la aperiura de la
estructura de la cromatina. Adapfado por (Dantzer, Moel et al )
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Debido a la alta carga negativa del polimero altera las propiedades fisico-quimicas de
los aceptores, como su afinidad de union al DNA o proteina-proteina (Rouleau et al.,
2004). Ademas la interaccion PARP1 proteina-proteina puede influir en numerosos
procesos celulares (Ame et al., 2004).

Hasta hace poco, se pensaba que la regulacion de PARP ocurre principalmente a nivel
de rotura del ADN, sin embargo actualmente se han proporcionado pruebas de que la
actividad de PARPI también puede ser modulada por varios factores, enddogeno y
exdgenos, incluyendo diversas quinasas, estrogenos, hormonas tiroideas, formas activas
de vitamina D, poliaminas, purinas, y metabolitos de cafeina (Szab¢ et al., 2006a); o
factores relacionados con la transcripcion que interacciona con PARP1 (Huletsky et al.,
1989; D"Amours et al., 1999; Kraus & Lis, 2003), por otro lado el estrés oxidativo
induce sobreexpresion de PARP, consumo de NADH' y consecuentemente ATP.

PARP ha sido también visto y asociado con numerosos factores de transcripcion: Un
punto de especial interés es el realzamiento de factores de replicacion DNA, y
moléculas de sefializacion han sido también demostrado para convertirse en poli(ADP-
ribosilado) por PARP[NF-«kB (Oliver et al., 1999), AP-2 (Kannan et al., 1999), Oct-1,
YY1 (Oei & Shi, 2001a; 2001b), B-MYB (Cervellera & Sala, 2000). Los efectos de
PARPI sobre la funcidon de estas proteinas son conseguidas por uniones no covalentes

proteina - proteina o por accion covalente poli(ADP-riboxil).

3.3.4.2.- Muerte Celular
En contraste con el roll de supervivencia celular cuando existe presencia de bajos
niveles o0 moderado de DNA dafiado, PARP1 actiia como un factor de supervivencia
detectando su dafio y reparandolo evitando el arrastrar genes mutados. En condiciones
fisiopatologicas cuando el dafio de DNA es extenso actua promoviendo la muerte
celular, asi como inhibiciéon quimica o deleccion de PARP1 para proteger de la lectura
aberrante de DNA, incluyendo el dafio por infarto cardiaco e isquemia/reperfusion entre
otros. (Szab6o& Dawson, 1998; Shall & de Murcia, 2000). La intensidad del estimulo
genotoxico determina el destino celular reparacion/muerte (Jagtab & Szabo, 2005).
La muerte cardiaca puede tomar 2 vias:
- La necrosis es un proceso pasivo consistente en la destruccion de la membrana
celular con extravasacion de su material a los tejidos originando un proceso inflamatorio
- Muerte celular programada. Si bien hoy conocemos varios tipos de muerte

celular programada solo nos vamos a fijar en la apoptosis,- En respuesta a sefales
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consistente en autolisis con la formacién de vesiculas de fragmentos celulares (cuerpos
apoptoticos) que son eliminados por las macréfagos y tejidos vecinos sin inflamacion
sin inflamacién. El “motivo DEVD” de PARP1 es el responsable del reconocimiento
para que se produzca la fragmentacion por parte de la caspasa 3 y 7 de PARP1 en 2
fragmentos, uno de 24 y otro de 87 kDa. Ademas el corte de la caspasa produce la
separacion del dominio catalitico del ADN. Ademas estos fragmentos producen una
retroinhibicion sobre la enzima intacta produciendo no proteolizada impidiendo su
homodimerizacion y uniéon al ADN (Kim et al., 2000) .También existe una via caspasa
independiente a través de flavoproteina de la membrana intermitocondrial (Yu et al.,
2002; Chiarugi & Moskowitz, 2002).

Se han propuesto diferentes mecanismos que expliquen que se active la via de apoptosis
o necrosis. Uno de ellos va a depender de la hipersintesis de PARP por PARPI
proporcionando energia suficiente a la célula (NAD' y ATP) para seguir la via de la
apoptosis mediante la activacion de la caspasa o la deplecion de la energia con via

hacia la necrosis (Decker & Muller, 2002; Bouchard et al., 2003).

Figura 12. Papel de PARPI en la inflamacion. Respuesta celular a los dafios en el ADN.
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Este mecanismo de suicidio celular ha sido también implicado como trazador en el
patomecanismo de isquemia miocardica, diabetes, diabetes asociada a disfuncion
cardiaca, shock, dafio neurocerebral traumatico, artritis, colitis, encefalitis alérgica y

varias otras formas de procesos inflamatorios.
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3.3.5. Expresion y activacion y control de la maquinaria transcripcional

La forma en que PARP reconoce las lesiones, su mecanismo de transporte y
esteicométrico sobre la interaccion del dafio de ADN es mediado por el tandeen
repetitivo de 2 dedos de cinc del dominio N-terminal, el cual es suficiente para
reconocer secuencias de estructura de DNA independientes o aberrantes. Incluyendo
roturas en hebras de filamento simple (SSB) o doble (DSB) (Virag, 2005). La estructura
por rayos X sobre los dedos de cinc (FZs) del dominio (FZI y FZII) unidos al ADN han
sido la primera sefial de como PARP interacciona con el DNA.

Aunque ZFII es dispensable para la actividad PARP1 in vitro. Contribuye fuertemente
en la cooperacion del reconocimiento del ADN dafiado in vivo e in vitro, es cien veces
mas eficiente que FZI.

La regulacion de transcripcion de genes especificos PARP1 se ha demostrado en varios
contextos fisioldgicos usando una variedad de métodos experimentales. Incluyendo los
ensayos de transcripcion in vitro, ensayos con genes trazadores basados en células,
RNAI, y la supresion de genes in vivo (D'Amours et al., 1999; Hassa & Hottiger, 2002;
Kraus & Lis, 2003). A partir de estos estudios, al menos se han propuesto dos
mecanismos diferentes para la regulaciéon de la transcripcion por PARPI: (1)
modulando la estructura de la cromatina, y (2) actuando como parte de potenciador /
promotor de complejos de unién especifico al gen (Kraus & Lis, 2003). En cada caso,
los objetivos de la actividad enzimatica PARP1 difirieron.

Ademas de las funciones estan la regulacion de la transcripcion, la cohesion de los
telomeros, la formacion del huso mitotico durante la division celular y el metabolismo
de energia intracelular, en la regulacion del trafico intracelular de proteinas celulares
clave tales como p53 y el factor nuclear kappa B (NF-kB). (Abd Elmageed, 2012).
También mayoria de los mecanismos moleculares que regulan la transcripcion del gen
PARPI se lleva a cabo a nivel enzimdtico del propio PARP1 preexistente

La expresion de PARP1 esta relacionada con la proliferacion celular de forma que su
RNAm estd aumentado durante la fase G1 del ciclo celular (Menegazzi et al., 1988;

Bhatia et al., 1995)

3.3.6. PARP1 en la inflamacién
PARPI esta relacionado con los procesos patologicos derivados de diferentes respuestas

inflamatorias. Se ha demostrado que la inhibicién farmacoldégica de PARP1 o bien su
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bloqueo genético, confiere proteccion frente a estos fendémenos. Se ha comprobado en
numerosos modelos experimentales, tales como aquellos derivados de dafios por I/R,
shock séptico o hemorragico, diabetes y procesos inflamatorios cronicos (Virdg &
Szabd, 2002; Szabé & Dawson, 1998; Oliver et al., 1999). Una caracteristica comun a
todos estos procesos relacionados con la inflamacion es la liberaciéon de mediadores
proinflamatorios y la formacion de radicales libres. Consecuencia de ello, es la
formacion de radicales superdxido (O;") e hidroxilo (OH") que interaccionan con el
oxido nitrico sintetizado (producto de la actividad de la isoforma inducible de la 6xido
nitrico sintasa, iNOS) dando lugar a peroxinitrito (ONOQO"). Este compuesto es un
potente activador de PARP1 que ocasiona deplecion energética en la célula y por tanto
necrosis, favoreciendo los procesos inflamatorios. Simultaneamente, este agente
genotdxico activa también diversos factores de transcripcion, tales como NF-xf3 y AP-1,
dando lugar a un aumento de expresion de genes dependientes de estos factores
implicados en diversos procesos tales como inflamacion, angiogénesis, respuesta
inmune, estrés oxidativo, ademds de controlar la expresion de genes que codifican para
proteinas antiapoptdticas, moléculas de adhesion celular, proteinas de sefalizacion
celular. La expresion de mediadores proinflamatorios dependientes de la anterior
expresion génica, a su vez, recluta mas células (PMN neutréfilos) al foco inflamatorio,
aumentando los efectos del estrés oxidativo, de manera que se produce una
retroalimentacion positiva que amplifica enormemente este estado.

En esta cascada inflamatoria ocasionada por la sobreactivacion de PARP1 hay que tener
en cuenta también el efecto que esta proteina tiene sobre la activacion de los
mencionados factores de transcripcion. Un hecho demostrado es que los ratones
deficientes en la proteina PARPI muestran un mayor grado de proteccion frente a
patologias asociadas con procesos inflamatorios debido al menor status oxidativo
ofrecido ante este estimulo una disminuida activacion de factores de transcripcion
dependientes de PARP1 e implicados en estos procesos (Szabd et al., 1997; Conde et
al., 2001).

3.3.7. Papel del PARP1 en cardiopatias y estrés oxidativo
En las enfermedades cardiacas y estrés oxidativo (Szabdet al., 1996; 2004) hay altos
factores de evidencia en estudios experimentales realizados en cultivos, y animales que

los radicales libres de oxigeno y nitrogeno son generados en las cardiomiocitos y
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células endoteliales durante el dafio isquemia/reperfusion cardiaca, en varias formas de
fallo cardiaco, cardiomiopatias, shock circulatorio, envejecimiento cardiovascular,
complicaciones diabéticas, miocardiopatias hipertroficas, aterosclerosis y remodelacion
vascular después del dafio cardiaco. Deteccion inmunohistoquimica de poli(ADP-
ribosa) demuestra que PARP es rapidamente activado en la reperfusion del tejido
cardiaco (Pieper et al., 2000; Liaudet et al., 2001b). Esta activacion no se produce mas
tarde de 2 horas y continua bastante hasta 24 después de la reperfusion (Pieper et al.,
2000; Liaudet et al., 2001b).Este patron de retraso y mantenimiento en la activacion de
PARP es debido a la continua presencia de radicales libres tras la reperfusion
miocardica. La zona donde habia mas PARP activacion era el area de necrosis y en la
zona periinfarto. La mayoria de la tincion de PARP fue vista en los miocitos cardiacos
(Pieper et al., 2000; Liaudet et al., 2001b) lo que indica que lo cardiocitos producen
PARP por si solos ademas de las infiltracion de células mononucleares implicadas en la
activacion.

La auto-induccion de PARP por los cardiocitos inducida tras isquemia/reperfusion
puede ser atenuada por inhibidores farmacoldgicos de PARP (Szabados et al., 2000).
Formacién de peroxinitrito fue evidenciada en plasma de la parte de zona isquémica
cardiaca reperfundida mediante oxidacion de dihydrorhodamina-123 y formacion de
nitrotirosina (Zingarelli et al., 1997a).

Estos radicales libres producen oxidaciéon y dafio del DNA y como consecuencia
activacion de la enzima PARPI la isoforma més abundante de la familia PARP.
Resultado del dano miocardico tras isquemia es la elevacion del marcador creatin
fosfokinasa en plasma medido tras la reperfusion. Los valores de este marcador
relacionado con el area afectada. La inhibicion farmacoldgica de PARP con 3-
aminobenzamida mejora significativamente la disfuncion miocardica. Esta es
evidenciada por la reduccion de los niveles de creatinin fosfokinasa, disminucion del
tamafo del infarto y preservando el pool de ATP (Zingarelli et al., 1997a).

El uso de ratones transgénicos en el cual faltan los genes funcionales PARP han
proveido la oportunidad para definir el roll de PARP en el dafo miocéardico asi como
otros mecanismos descritos anteriormente. Usando este modelo murino de dafio
miocardico tras una reperfusion temprana se ha encontrado que la ausencia de
funcionalidad de los genes PARP resulta en una significativa proteccion del dafio

cardiaco tras reperfusion. (Zingarelli et al., 1998).
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Un resumen de varios estudios sobre la inhibicion farmacolégica del dafo cardiaco por

inactivacion de PARP se muestra en la tabla 5.

PARPI se ha descrito como un interruptor entre necrosis/apoptosis a través del

contenido energético celular (Los et al., 2002; Virag & Szabo, 2002).

La importancia de PARP en el mecanismo patogenético del dafio miocardico de la

isquemia-reperfucion sigue 2 vias.

Una inhibicion del componente energético mediado por PARP en la
disfuncion celular (Docherty et al., 1999; Szabados et al., 1999a; Pieper
et al., 2000).

La supresion de varias vias proinflamatorias incluidas las citoquinas y
formacion de expresion de receptores como el reclutamiento de

neutrofilos y proteccion de la perdida de la funcion endotelial (Zingarelli

et al., 1997a; 1998; Yang et al., 2000).

Ambas vias contribuyen al efecto cardioprotector.

Tabla 5. Modelos experimentales de proteccion cardiaca por inhibicion de PARP.

Protection against various forms of cardiac injury by pharmacological inhibition or genetic inactivation of PARP in viiro and in vivo

Experimental Modsl

Inducer of Injury

Mode of PARP Inhibition

Effect of PARP Inhibition

Refarences

Rat cardiomyocytes

Rat cardiomyoblasts
Human cardiomyoblazta
Mouse heart

Rat heart

Rat heart

Rat heart

Rat heart

Rabbit heart

Mouse

Mouse
Rat

Ho0.

H.0., peroxynitrite,
hypoxia
reoxygenation

H,0,

Global 'R

Global 'R

Global /'R
Global 'R
Regional /R
Global 'R

Regional /R

IPC
Regional /R

Regional /R
Heart transplant

STZ diabetes
NOD diabetes
Doxorubicin

Doxorubicin
Regional /R
Regional /R

Chronic ischemia

3-AB

3-ARB, nicam, ISQ

3-AB, nicam, 15Q
PARP™" phenotype
BGP-15, 18Q
BGP-15,3-AB, nicam
Lipoamide (antioxidant)
3-AB

3-AB

PARP~ phenotype

PARP~ phenotype
3-AB, GPI 6150

5-AIQ
5-AIQ, PJ34

PJ34
PJ34
PJ34

PARP~~ phenotype
3-ARB, nicam, ISQ
3-AB, PJa4

PJ34

Improved cellular ATP levels, protection
against the reduction of action
potential durations

Reduction of cell necrozis, improvement
of mitochondrial respiration

Reduction of cell death

Reduction of NAD™ consumption,
suppression of LV dysfunction

Reduction of NAD™ and ATP
catabolism, reduction of LV
dysfunction

Improved ATP and CK recovery

Reduction of myocardial damage

Decreaze of infarct size

Decrease of infarct size, reduction of LV
dysfunction

Decreaze of infaret zize, neutrophil
mfiltration, and circulating I1.-10,
TNFw, and nitrate; reduction of P-
selectin/ICAM-1 expression

Suppreszion of the benefit of IPC

Preservation of myocardial ATP stores,
decrease of infarct size, reduction of
LV dysfunction, reduction of
neutrophil infiltration

Reduction of infarct size

Improved contractile function reduced
ICAM-1 expression

Improved contractile function

Improved contractile function

Reduced myocyte death, improved
contractile function, protection from
mortality

Improved contractile function

Decreazed infarct size

Decreazed infarct size, improvement of
LV function

Reduced hypertrophy improved cardiac
funection

Bhatnagar, 1997

Gilad et al., 1997; Bowes
et al., 1999

Bowes et al., 1998a.b

Grupp et al., 1999; Pieper
et al., 2000

Docherty et al., 1999;
Szabadoz et al.,, 2000

Halmosi et al., 2001
Szabados et al., 1999a
Bowes et al., 1999
Thiemermann et al., 1997

Zingarelli et al., 1998;
Yang et al., 2000

Liaudet et al., 2001c
Zingarelli et al., 1997a;
Pieper et al., 2000;

Liaudet et al., 2001b

Wayman et al., 2001
Szabo et al., 2002

Pacher et al., 2002b
Pacher et al., 2002b
Pacher ot al., 2002a

Pacher et al., 2002a

Thiemermann et al., 1997

Bowes et al., 1998b; Faro
et al., 2001

Pacher ot al., 2002e

LV, left ventricle; 3-AB, 3-aminobenzamide; 5-AI(), 5-aminoisoquinolone; nicam, nicotinamide; IR, ischemia-reperfusion; STZ, streptozotocin; IPC, ischemic precondi-

tioning.

El Potencial terapéutico del inhibidor de Poli(ADP-ribosa)polimerasa. Tomado de Virag

& Szabd, 2002.
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Un panorama de las multiples funciones y mecanismos subyacentes de la activacion
PARPI estd involucrado criticamente en la formacion y desestabilizacion de las placas
aterosclerdticas tanto en modelos experimentales animales como en los seres humanos.
La reduccioén de la actividad PARP1 por métodos farmacoldgicos o moleculares atentia
el desarrollo de placa aterosclerdtica y aumenta la estabilidad de la placa, asi como
promueve la regresion de las placas aterosclerdticas preestablecida. La inhibicion
PARP1 reduce significativamente la diferenciacion de monocitos, reclutamiento de
macrofagos, Sirtuinas 1 (SIRT1) inactivacion, la disfuncion endotelial, formacion de
neointima, espuma de muerte celular, y las respuestas inflamatorias dentro de las placas,
todos los cuales son fundamentales para la patogénesis de la aterosclerosis. Existe alto
potencial terapéutico de la inhibicion PARP1 para prevenir o revertir la aterosclerosis y

sus secuelas clinicas cardiovasculares (Xu et al., 2013).

3.3.7. Otras funciones.

PARPI ha sido también implicado en senales de transduccion proinflamatorias,
procesos neurotraumatologicos, ictus, artritis, esclerosis multiple, inflamacion,
inflamacion sistémica y shock circulatorio, inhibidor de angiogénesis, diabetes, cancer,
oxido nitrico, remodelado vascular, dafios en reperfusion ocular, renal y de musculo
esquelético (Virag, 2012).

También los beneficios de su inhibicion se implican en varios procesos como en el
tratamiento adyuvante en varias formas de cancer y su potencial terapéutico y efectos

retrovirales (Szabo, 2007)..
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3.4. INTRODUCCION NOGO-A

Inicialmente descubierto como un inhibidor potente de crecimiento de neuritas en el
sistema nervioso central y responsable de la inhibicion de su regeneracion. Nogo-A (el
mayor miembro de la familia Nogo también conocido como Reticulon-4) se ha
convertido en una proteina multifuncional. La participacion de esta proteina ha sido
demostrada en numerosos procesos de desarrollo, que van desde la migracion celular,
guia de axones y fasciculaciones, ramificaciones dendriticas, plasticidad del SNC,
diferenciacion de oligodendrocitos y la mielinizacion (Pfeffer & Braunwald, 1990). Su
actuacion en la plasticidad sinaptica es negativamente en la creacion y la transmision de

¢éstas (Anversa et al., 1998).

Aunque inicialmente necesaria y beneficiosa para dar forma y posteriormente mantener
la estructura y la funcionalidad del SNC. El incremento de Nogo-A puede restringir
propiedades y tener efectos negativos sobre la lesion del sistema nervioso o la
enfermedad; estando implicado en una amplia gama de trastornos del SNC
(enfermedades neurodegenerativas tales como la enfermedad de Alzheimer, esclerosis
lateral amiotrofica, esclerosis multiple, esquizofrenia) incluyendo traumas (como lesion
de la médula espinal o accidente cerebrovascular (Pfeffer & Braunwald, 1990). Su
activacion ha demostrado la aparicion de fenotipos conductuales similares a la

esquizofrenia significativos en ratas KO (Sarkey et al., 2012).

El receptor Nogo-66 (NgR), una proteina de membrana que se une a Nogo, puede
desempetiar un papel importante en la transduccion de sefiales para varios inhibidores

asociados a la mielina (Anversa et al., 1998).

El dafio axonal conduce a déficits permanentes en el sistema nervioso central adulto no
so0lo debido a la débil capacidad intrinseca de las neuronas adultas para activar su
programa de regeneracion, sino también debido a la presencia de inhibidores de
crecimiento especificos en el tejido del SNC y el medio ambiente de los axones

danados.

Estudios recientes han demostrado que Nogo-A al actuar de una manera negativa sobre
el citoesqueleto y en el programa de crecimiento de las neuronas axotomizadas,
ejerciendo efectos inhibitorios rapidas y crénicos en el crecimiento de neuritas. Por otro

lado, el bloqueo de los resultados de Nogo-A produce una mejora compensatoria y la
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extension axonal regenerativa in vivo; esta mejora es a menudo paralela a la
recuperacion funcional significativa (por ejemplo, de la locomocién después de

derrame cerebral, lesiones de la médula en ratas y monos).

- Estructura.

Cuatro genes de mamiferos (reticulon RTN1, RTN2, RTN3, RTN4) dan lugar a una
amplia gama de diferentes variantes de empalme que forma la familia RTN de las
proteinas (Oertle & Schwab, 2003a). Las isoformas de la proteina Nogo-A, Nogo-B y
Nogo-C estan codificadas por el gen RTN4/Nogo, mediante corte y empalme
alternativo o diferente uso de promotor (Zamzami et al., 1996; GrandPre et al., 2000:
Prinjha et al., 2000) (Figura 13 A). Todos los miembros comparten una homologia RTN
reticulon dominio COOH-terminal (RHD) de de 180-200 AA, que consta de dos
regiones hidréfobas ancladas a la membrana, atravesado por un region hidrofila de 60 a
70 - AA- larga, también llamada Nogo- 66 en Nogo-A, y seguido por un término corto
COOH (Oertle &Schwab, 2003a) (Figura 13 A). En contraste con la RHD altamente
conservada, poca o ninguna homologia se puede encontrar entre las regiones NH2 -
terminales de RTN u otras proteinas (Oertle &Schwab, 2003a), lo que sugiere que
varias isoformas RTN pueden interactuar con diferentes proteinas y por lo tanto ejercer

una amplia gama de funciones.

En el SNC adulto, Nogo-A se expresa predominantemente en los oligodendrocitos
formadoras de mielina pero también se encuentra en las neuronas de regiones altamente
plasticas del SNC tales como el hipocampo o la corteza (Ngoh et al., 2009). En el SNC
en desarrollo, Nogo-A se expresa transitoriamente por diferentes poblaciones
neuronales, en particular las neuronas de proyeccion (Ngoh et al., 2009). Al igual que
otros miembros de la familia RTN, Nogo-A se localiza predominantemente en el
reticulo endoplasmatico (RE) con pequenas cantidades (<10%) pero funcionalmente
significativas, encontradas en la superficie celular de los oligodendrocitos, neuronas, y

algunos tipos de células no neuronal (Dodd et al., 2005; Oertle et al., 2003b).

57



Tesis Doctoral Antonio Pelegrina Jiménez

Figura 13 . Estructura membrana y topologia de proteina RTN4/Nogo-A: Estructura
esquematica de isoformas proteicas de Nogo; Nogo-A, Nogo-By Nogo-C.
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Modificado de Kempf & Schwab, 2013.

Intracelularmente, Nogo-A tiene una fuerte preferencia para localizarse en el RE tubular
que es requerido para la formacion y el mantenimiento de los tibulos ER in vitro. A
diferencia de otras proteinas del RE o proteinas transmembrana, entregadas a la

membrana plasmatica a través de la ruta de transporte RR/Golgi clasico, Nogo-A carece
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de un péptido senal para su translocacion a la membrana ER (Oertle et al., 2003b). A
pesar de un motivo de retenciéon de ER dilisina COOH-terminal, varios estudios han
demostrado que los dominios transmembrana de RTN son responsables de su correcta
localizacion ER (Long et al., 1997; Oertle et al., 2003c; Shibata et al., 2008; Sparkes et
al., 2010; Tolley et al, 2010).

- Membrana, topologia y trafico de Nogo-A.

Dadas sus segmentos hidréfobos inusualmente largos (~ 35 AA), proteinas RTN se han
sugerido para adoptar una topologia de horquilla diferente de proteinas transmembrana
clasicos. En la membrana del RE, tanto el NH2 y COOH terminal estan situados en el
lado citosoélico (Figura 1B), que recuerda a las proteinas de la caveolina - (Tanaka et al.,
1994; Long et al., 1997; Kim et al., 2006; Oertle et al., 2003b; Sparkes et al., 2010). En
linea con esto, RTN se han propuesto para representar una nueva conformacion de
clase de proteinas de la membrana, que generan a través de una membrana de curvatura
local de la oligomerizacion, varios bucles en horquilla insertados en una valva de la
membrana (Tanaka et al., 1994; Sparkes et al., 2010). La localizacion del bucle Nogo-
66 puede diferir entre diferentes isoformas de Nogo, resultando en una "V" o
configuracion "W" de la proteina, en el que cada segmento hidrofobo abarca totalmente

la membrana o adopta una estructura de horquilla.

Nogo-A se encuentra en una topologia diferente en la membrana plasmatica , en la que
el terminal NH2 y la cara bucle de Nogo-66 el espacio extracelular y por lo tanto
permiten un acoplamiento funcional con varias parejas de interaccidn en trans
(GrandPre et al., 2000; Oertle et al., 2003b; Schwab, 2010; Zander et al., 2010) (Figura
13B). Topologias alternativas que permiten la expresion de multiples funciones
bioldgicas en diferentes compartimentos celulares se han descrito para una serie de otras
proteinas incluyendo las proteinas RE residente tales como el receptor de inositol 1,4,5-
trifosfato (IP3R) o el receptor de Nogo-B recientemente caracterizado (NgBR)
(Harrison et al., 2009; Harrison et al., 2011; Levy 1986; Miao et al., 2006; Taylor &
delli, 2006). Al ser una proteina de membrana no convencional NH2 -terminal de Nogo-
A es un fuerte organizador topologico, no esta claro como Nogo-A adopta sus diferentes

topologias (Long et al., 2007).
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- Receptores

Dos receptores de alta afinidad de interaccidn, socios/receptores se han caracterizado

por el dominio Nogo-66, mientras que los jugadores moleculares que interactiian con

Nogo-A-A20 atn no se conocen. Nogo-66 interactiia con el receptor de Nogo-66 1

(NgR1) (Fournier et al., 2001) y también con el receptor B emparejado similar a una

inmunoglobulina(PirB) (Atwal et al, 2008) (Figura 14).

Figure 14.
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Modificado de Kempf & Schwab, 2013.

- Vias de sefializacion intracelular.

Tanto Nogo-66 y Nogo-A-A20 desencadenan la activacion de la pequenia GTPasa RhoA

y de su asociada a Rho efector, espiral de la bobina que contiene la proteina quinasa
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(ROCK), lo que resulta en una desestabilizacién de la maquinaria de crecimiento (Nash

et al., 2009;Miao et al., 2006) (Figural4).

Rho GTPasas, incluyendo RhoA, Racl y Cdc42, integran las sefiales direccionales de
sentido superior y sentido inferior para desencadenar reordenamientos del citoesqueleto,
por ejemplo, la polimerizacidon de actina para el crecimiento y la protrusion de lamelli- y
filopodios en los conos de crecimiento y erizando membranas (Racl, Cdc42), o
despolimerizacion y actomiosina la contraccion de la retraccion (RhoA) (Lowery &Van
Vactor, 2009; Schmandke & Strittmatter, 2007). En linea con esto, Nogo-66 y Nogo-A-
A20 no sdlo activan RhoA sino que también disminuyen la actividad de Racl (Deng et
al., 2010; Niederost et al, 2002). Bloqueo farmacologico o formas dominantes negativos
de RhoA y ROCA impiden sustancialmente Nogo-A y la inhibicién de la mielina
mediada por el crecimiento in vitro (Olivetti et al., 1996; Dergham et al., 2002;
Niederost et al., 2002). In vivo, la aplicacion del bloqueador ROCA Y-27632 de fibra
estimula la germinacion y la regeneracion después de la médula espinal o lesion del
nervio optico pero también acelera la recuperacion funcional del motor en diferentes

modelos de lesion de la médula espinal (Ferrari et al., 1992; Dergham et al., 2002).

Otros componentes de sefializacion de Nogo-A incluyen la protein quinasa C (PKC) y el

receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGFRa).

El tratamiento agudo con anticuerpos neutralizantes con Nogo-A demostré aumentar la
germinacion regenerativa y el crecimiento de zonas lesionadas, asi como axones en
diferentes modelos de accidente cerebrovascular y lesion de la médula espinal (Bullard
et al., 2008). Resultados anatomicos comparables, asi como una mejor recuperacion de
las funciones perdidas también se obtienen mediante el bloqueo NgR1 (Gramolini et al.,
2008) y la proteina de LINGO-1 asociada a NgR1. Sin embargo, se encontraron
diferencias con respecto al grado de la regeneracion axonal después de una lesion de la
médula espinal generada independientemente en Nogo-A, Nogo-A/B, y Nogo-A/B/C

dirigido o ratones mutantes trampa de genes (Kim et al., 2003).

- Plasticidad estructural y crecimiento de las fibras en el SNC adulto.
Nogo-A restringe la plasticidad neuronal en el SNC adulto intacto. La observacion de
neutralizacion de Nogo-A da como consecuencia un marcado aumento de brotes

compensatorios regenerativos después de la lesion del SNC plantearon la cuestion de si
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Nogo-A también limita la plasticidad en el SNC intacto. La inactivacion de Nogo-A en
cultivos de cortes de hipocampo organotipicos maduros también condujo a un aumento
en el crecimiento y la complejidad de los axones y dendritas piramidales (Craveiro et
al., 2008). A nivel molecular, estos cambios estructurales van acompanados de una
regulacion por incremento concomitante de marcadores asociados al crecimiento y
factores de transcripcion, lo que sugiere que Nogo-A puede suprimir activamente la
plasticidad anatomica en el SNC adulto por una regulacién a la baja téonico de la
expresion génica asociada al crecimiento (Lee & Gustafsson, 2009; Craveiro et al.,
2008).Apuntan a una marcada regulacion de la maquinaria del crecimiento cono
citoesqueleto y de factores de transcripcion asociados al crecimiento hacia un mayor
crecimiento (Craveiro et al., 2008; Oertle, 2003c). Inhibicion del crecimiento Tonico
podria resultar de sefiales inhibidoras transportadas retrogradamente desde los axones a
los cuerpos celulares.

La inactivacion de Nogo-A alrededor de los axones mielinizados maduros seria dar
lugar a una desinhibicion del programa de crecimiento inhibido (Schwab, 2010),
mediante la sefializacion de los endosomas a los cuerpos celulares neuronales donde

regula a la baja cAMP.
- Nogo-A en cardiomiocitos.

La expresion de Nogo-A fuera del tejido nervioso es bastante desconocida. En relacion
con los miocitos cardiacos se ha demostrado tras isquemia miocardica, estrés
biomecanico sobre el miocardio restante, lo que lleva a la disfunciéon miocardica que
puede resultar en insuficiencia cardiaca congestiva o muerte subita (Anversa et al.,

1998; Pfeffer & Braunwald, 1990; Sarkey et al., 2011).

La expresion de Nogo-A ha demostrado ser significativamente mayor en el tejido
cardiaco de los pacientes con miocardiopatia dilatada y de los pacientes que han sufrido
un evento isquémico tanto en cultivos celulares de cardiomiocitos como en tejidos
humanos y ha sido localizada predominantemente en el reticulo endoplasmatico (Sarkey
et al., 2011; Ortega et al., 2014). La expresion ha aumentado significativamente en los
cardiomiocitos de rata neonatal en cultivo sometidos a hipoxia/reoxigenacion (Sarkey et

al., 2011).
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En un miocardio infartado tras la reperfusion, mientras que la pérdida inicial de
cardiomiocitos es principalmente debido a la necrosis en la zona infartada, la apoptosis
desempefia un papel clave en el dafio de tejido circundante y distante (Olivetti et al.,
1996; Gottlieb et al., 1994; Hofstra et al., 2000; Saraste et al., 1997). La apoptosis
subsiguiente después de I/R puede estar mediada por la activacion de la via del receptor
de muerte (via extrinseca), la via de las mitocondrias-dependiente (via intrinseca), o
reticulo endoplasmatico (RE) (Lee & Gustafsson, 2009; Thuerauf et al., 2006). Mientras
que la apoptosis mediada por el receptor de la muerte y RE estrés se sabe que juegan un
papel en la lesion H/R, la via dependiente de mitocondrias sirve como el sitio de
integracion critico para un numero de sefiales pro-apoptoticas en el cardiomiocito
(Kroemer et al.; 2007). Tras la repentina disponibilidad de oxigeno durante la
reperfusion, hay un estallido de radicales libres del oxigeno (RLO), el aumento de la
transicion de permeabilidad mitocondrial, disminucion de potencial de membrana
mitocondrial (A¥m) y la liberacion de citoquinas pro-apoptotica factores, tales como el
citocromo c, en ultima instancia conduce a la activacion de la caspasa-3 y la apoptosis

(Ferrari et al., 1992, Zamzami et al., 1996; Danial et al., 2004; Tsujimoto et al., 2006).

Nogo-A se ha propuesto como un indicador potencial de la insuficiencia cardiaca
debido a su elevada expresion en modelos genéticos cardiomiopatia de dilatada (DCM)
y su incremento en la expresion de ARNm en la insuficiencia cardiaca terminal en los

seres humanos (Bullard et al., 2008; Gramolini et al., 2008).

Nogo-A se expresa en cardiomiocitos. Mientras la expresion de Nogo-A en el corazon
ha sido demostrada previamente, no estd claro qué tipos de células son responsables de
su expresion. Cardiomiocitos neonatales y adultos eran positivos para inmunotincion de
Nogo-A. Comparacion entre los miocitos y fibroblastos obtenidos a partir de la misma
fuente de tejido revelaron que los fibroblastos contribuyen relativamente poco a la
expresion de Nogo-A, mientras que los miocitos exhiben sélida expresion en cultivos.
La expresion esta aumentada tras hipoxia/reperfusion en cultivos. La desactivacion de
Nogo-A Estad bien establecido que someter cardiomiocitos cultivados a H/R induce la
muerte celular a través de apoptosis (Tanakaet al., 1994; Long et al., 1997), el sello
distintivo de los cuales es la aparicion de fragmentacion de ADN. Existe relacion entre
el bloqueo de Nogo-A y el de la inhibicién de la fragmentacion DNA en cultivos

(Sarkey et al., 2011).
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RE Estrés se ha demostrado que se producen en el infarto de miocardio (Ortega et al.,
2014), asi como en cultivos cardiomiocitos sometidos a isquemia/reperfusion, y se sabe
que juega un papel en la apoptosis inducida H/R (Thuerauf et al., 2006; Ngoh et al.,
2009; Szegezd et al., 2006). Nogo-A es altamente expresado en el RE y modula la

induccion de la respuesta al estrés ER inducida H/R.

En las células sometidas a la apoptosis temprana, la fosfatidilserina (PS) se transloca
desde el superficie intracitoplasmatica de la membrana plasmatica a la superficie
extracelular (van Engeland et al., 1998). La desactivacion de Nogo-A inhibe la

traslocacion de la fosfatidilserina (Sarkey et al., 2011).

La desactivacion de Nogo-A protege a cardiomiocitos contra la apoptosis futuras
inducida por I/R. Fue confirmado mediante una serie de enfoques para medir las
caracteristicas de la muerte celular por apoptosis. Bloqueos de Nogo-A inducida I/R
inhibiod la fragmentacion, DNA, la translocacion PS no necrético, caspasa-3 escision 'y

la liberacion del citocromo c (Sarkey et al., 2011).
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3.5. ESTRES CELULAR
3.5.1.-Consideraciones generales.

Los productos reactivos del oxigeno (PRO) incluyen iones de oxigeno, tanto radicales
libres como perdxidos. Son moléculas pequefias altamente reactivas con electrones no
pareados. Estos pueden ser tanto inorganicos como orgdnicos y en condiciones
normales ser subproducto del metabolismo normal del oxigeno desempefiando un papel
en la sefalizacion celular. Pero en condiciones ambientales adversas también son
consecuencia de un desequilibrio de prooxidantes y antioxidantes que conducen a dafio
estructural celular y lesion tisular. En condiciones normales a nivel intracelular las
células se defiende mediante el uso de enzimas como catalasas o la superdxido
dismutasa, ademas de otras pequefias moléculas como: el acido ascorbico, el glutation,
acido urico, etc. La capacidad a nivel extracelular es muy baja siendo la principal

molécula el acido trico.

Un estrés oxidativo alto es comun en los 6rganos y tejidos con grandes demandas
metabodlicas y de energia, incluyendo el musculo cardiaco. El agotamiento de los
sistemas antioxidantes es una de las razones para la aparicion de este estrés oxidativo,

resultando en la produccion de radicales libres.

Hay cuatro grupos principales de factores de estrés: fisicos, quimicos, bioldgicos y
psicoldgicos (Puppel, 2015). Dentro del estrés fisico incluyen fluctuaciones en la
temperatura ambiente, asi como las lesiones mecénicas. Estresores bioldgicos estan
condicionadas por errores e irregularidades en los hébitos. Los efectos nocivos de estos
radicales se realizan sobre el DNA, la oxidacién de los AA de las proteinas y acidos

grasos polinsaturados.

3.5.2.-Radicales libres del oxigeno (RLO).

Una molécula normal consiste en un par de electrones opuestos en giro (spin) y

circulando en una misma Orbita.

El radical libre (RL) contiene un ntimero impar de electrones. Si dos RL reaccionan
entre si ambos son eliminados, pero si reacciona con una molécula normal se produce

un nuevo radical.
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Los RLO son metabolitos toxicos que presentan estados intermedios de reduccion
electroquimica del O, al agua (McCord, 1985; Bulkley, 1983). Por ello, participan en
multiples reacciones ya que pueden servir como oxidantes y como reductores (Figura

15).

Figura 15. Radicales libres de oxigeno
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Los RLO se producen durante la fase de reperfusion, por lo que la entrada de O, en el
tejido es mas nociva que la producida por la propia isquemia (Haglund & Lundgren,

1978).

El organismo normalmente elimina el 95% del O, transformandolo en agua, en una
reaccion catalizada por la citocromo oxidasa mitocondrial. No obstante, un 5% del O; se
elimina a través de la denominada reduccion univalente del O, es decir, el O, pierde un

electréon cada vez, dando lugar a los denominados RLO.

Durante la hipoxia, por la falta de O,, un gran nimero de enzimas mitocondriales, como
la citocromo oxidasa y la manganeso superoxido dismutasa (SOD), entre otras,
disminuyen su actividad. Estas enzimas son captadoras de aniones por lo que su
descenso provoca el aumento intracelular en RLO. El exceso de RLO provoca dafio
celular por incrementar la peroxidacion de lipidos, entre otros mecanismos. Una fuente
adicional de RLO dentro de la célula, procede de la actividad de enzimas como la
Xantina-O, la ferrihemoglobina y la nicotinamida adenina dinucledtido fosfato oxidasa
(NADP). Estas enzimas aumentan su actividad oxidasa durante la I/R actuando como
donadoras de electrones y principales fuentes de produccién intracelular de RLO,

fundamentalmente O,. y H,O,.
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3.5.3.- Sindrome de isquemia/reperfusion (I/R)

3.5.3.1. Generalidades

En la mayoria de los 6rganos, la isquemia transitoria o definitiva es la mayor causa de
dafio tisular. Aunque la isquemia por si misma puede inducir un dafio importante, se
sabe que las lesiones van a producirse durante el periodo de reperfusion. Este se define
como el proceso que sufre un organo sometido temporalmente a la falta de flujo

sanguineo y que posteriormente es reperfundido con sangre oxigenada.

El resultado de este proceso es una agresion tisular secundaria a la anoxia, a la
deprivacion de metabolicos y al acumulo de sustancias de desecho del metabolismo que
acentua el dafio tisular y la disfuncion de 6rganos que conduce a la muerte celular

(Downey, 1990).

En los donantes a corazon parado (donantes en asistolia) la lesion por I/R es mas
importante, dado que se afiade un tiempo de isquemia caliente, mas o menos
prolongado, a la habitual isquemia fria, de manera que existe un mayor riesgo para la

viabilidad del injerto a corto y largo plazo.

La isquemia produce per se dafio celular y se contintia con un posterior deterioro debido
a la reperfusion. Por tanto, la entrada de sangre oxigenada puede ser mas perjudicial

para el 6rgano que la falta de la misma.

3.5.3.2.- Fase Isquémica

La deprivacion de O, y nutrientes in Vvivo produce a nivel celular una serie de
alteraciones en el metabolismo y la estructura celulares. Un estrés oxidativo alto es
comun en los drganos y tejidos con grandes demandas metabolicas y de energia,
incluyendo el musculo del corazéon como consecuencia del agotamiento del ATP

(Carden, 2000; Kloner, 1974)

Varios mecanismos han sido propuestos para explicar el dafio tisular que ocurre en el

tejido post-isquémico.

El primer mecanismo, el de la deplecion de adenosintrifosfato (ATP), propone que la
isquemia conduce a una rapida deplecion de ATP celular, con la consecuente pérdida

de los sistemas de transporte activo de ATP vy, subsecuentemente, fallo en el
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mantenimiento de los gradientes idnicos, llevando a un dafio celular irreversible, sobre

todo a nivel mitocondrial.

Un segundo mecanismo que ha sido propuesto para explicar el dafio tras la I/R, es la
afluencia primaria de calcio (Ca*") dentro de la célula durante la reperfusion (Figura
16). Todo ello, a su vez, conlleva alteraciones en el citoesqueleto y modificaciones en
proteinas de uniones intercelulares y a la membrana basal, entre otras (Ratych &

Bulkley, 1986; Devarajan, 2005).

Figura 16.Alteraciones celulares en la isquemia.
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3.5.3.3. Niveles de Adenosintrifosfato (ATP)

EL ATP es generado en las mitocondrias por fosforilacion oxidativa, y libera la energia
hidrolizandose a adenosindifosfato (ADP) cuando es necesario. En situaciones de
deprivacion de O,, se produce la inhibicién de la fosforilacion oxidativa a nivel
mitocondrial, con escasa formacion de ATP, quedando paralizadas todas las funciones
celulares que requieran energia, y se estimula la glicolisis anaerobia formandose acido
lactico e hidrogeniones, dando lugar a la acidosis intracelular. Esto provoca la

activacion de los enzimas de los lisosomas conduciendo a la autolisis y muerte celular.
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En 1981 Granger y colaboradores propusieron, por primera vez, un mecanisSmo
molecular para explicar la produccion de lesiones en el sindrome de I/R (citado por
Molitoris, 2004). Durante el periodo de isquemia se produce consumo de ATP por parte
de las células para mantener la homeostasis (Figura 17). E1 ATP es catabolizado a ADP
y a adenosinmonofosfato (AMP). El AMP, a su vez, se cataboliza a hipoxantina, con el
consiguiente acumulo de esta ultima. La carga energética de las células cae y éstas no
son capaces de mantener el gradiente idnico entre sus membranas, redistribuyéndose el
Ca’" hacia el interior de la célula y aumentando la concentraciéon del mismo en el
espacio intracelular. Los acimulos de enzima xantina-oxidasa y de sus sustratos:
hipoxantina y xantina, durante el periodo de isquemia, parecen ser los acontecimientos
necesarios para producir la lesién en las células durante la posterior re-oxigenacion,
puesto que llegard el O, necesario para la enzima con la consecuente produccion de

radicales libres del oxigeno (RLO).

Figura 17. Mecanismo de produccion del sindrome de I/R.
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Sindrome de isquemia/reperfusiéon. Los nucledtidos de alta energia se hidrolizan
progresivamente durante el periodo de isquemia, con la consecuente acumulacién de
hipoxantina. Ademads, existe una rapida conversién de xantina deshidrogenasa en xantina
oxidasa. En consecuencia, tanto ésta como la hipoxantina estan presentes en exceso. Durante
la reperfusién se produce la entrada masiva de O,, a partir del cual se producen los RLO, que
son los que provocaran la lesidn del tejido. Se muestran asimismo (en azul y cursiva) las
sustancias capaces de proteger frente a esta lesién (Modificado de Granger, Rutili & McCord,
1981).
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3.5.3.4. Calcio intracelular

+ . ;. . . .
El Ca’" citoplasmatico es un importante segundo mensajero, capaz de activar muchas

rutas de sefalizacion intracelular, como las mediadas por la proteina quinasa C.

La deprivacion de O, produce un aumento del Ca* citosélico por movilizacion hacia el
citoplasma del contenido en el reticulo endoplasmico e incluso por captaciéon de Ca*"
extracelular. La elevacion en la concentracién de Ca”" intracitoplasmatico se ha
identificado como marcador de dafio en la mayoria de las respuestas celulares a injurias
agudas, como por ejemplo la isquemia y/o la hipoxia. Asi, el aumento de
Ca®"intracitoplasmatico es una situacion mediadora de muchas patologias de etiologia

isquémica (Vanderklish & Bahr, 2000).

En el caso de patologias de origen hipoxico, el aumento de Ca”‘intracitoplasmatico
induce fosforilacion de fosfolipasa A2, a través de sus formas calcio-dependientes
(Kribben et al., 1994). Estas fosfolipasas activadas alteran la permeabilidad y actividad
de las membranas e incrementan los niveles de acidos grasos libres que actlian como

detergentes de la membrana.

Durante la isquemia y los primeros momentos de reperfusion se produce una situacion
de acidosis merced al acimulo de protones de hidrogeno (H"). El aumento de estos H'
intracelularmente estimula el intercambiador Na'/H™ que elimina H' de la célula
introduciendo sodio (Na"). Esto implica un aumento de la concentracion intracelular de
Na' que la célula intenta balancear mediante la activacion del intercambiador Na*/Ca®",
que se localiza tanto en la membrana citoplasmatica como en la membrana
mitocondrial, y que retira el Na”a cambio de internalizar Ca*, resultando finalmente en
una elevacion de la concentracion de Ca*" intracitoplasmatico. Varios estudios han
demostrado una progresiva acumulacién mitocondrial de Ca*", con una disfuncion
respiratoria celular asociada. La entrada de Ca®" a la célula se ha asociado con una
activacion de las ATPasas estimuladas por Ca®", lo cual deprime aun mas los depésitos

de por si ya reducidos de ATP.

3.5.3.5. Fase de repercusion Isquémica
Durante el periodo de isquemia una gran fraccion de células sufrird cambios

bioquimicos y patoldgicos asociados con la anoxia, pero permaneceran “potencialmente
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viables”. Una pequefa fraccion estara “irreversiblemente dafiada” y al final de la
isquemia se necrosard. Al momento de la reperfusion y de la readmision de O, el grupo
de células “potencialmente viables” puede revertir los cambios de la isquemia y
recuperar su funciébn normal, o avanzar mas tarde hacia la necrosis. Estas células
“potencialmente viables” son, por lo tanto, el “campo de batalla” en el periodo de
reperfusion (Figural8). Después de la reperfusion es dificil saber si las células dafiadas
eran realmente parte del grupo de células potencialmente viables (Maxwell & Lip,

1997).

Figura 18. Lesion por reperfusion.
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Durante el periodo de isquemia algunas células sufrirdn cambios bioquimicos y patoldgicos
asociados con la anoxia pero permanecen potencialmente viables. Otras seran no viables,
estando irreversiblemente dafiadas por la isquemia y finalmente se necrosardn. Durante la
reperfusion, las células potencialmente viables pueden revertir los cambios de la isquemia y
recuperar su funcién normal o continuar hacia la necrosis. Estas células potencialmente viables

Ill

constituyen el “campo de batalla” en el periodo de reperfusidon. En una reperfusiéon dptima
todas estas células serian salvadas. Esta situacién ideal no se alcanza facilmente y muchas
células seran perdidas (lesiéon de la reperfusidn). En la clinica es dificil demostrar si alguna de
las células que finalmente se necrosaron eran realmente “potencialmente viables”. Este
concepto sélo puede ser establecido si una intervencién puede, sin lugar a dudas, demostrar

gue mejora los resultados tras la reperfusion (Modificado de Maxwell & Lip, 1997).
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3.5.3.1. Reentrada masiva de oxigeno al tejido

Cuando el flujo sanguineo se reinstaura, se produce una reentrada masiva de O, a las
células. Este puede producir mas dafio que la propia isquemia. Esto se debe a un
desequilibrio entre la tasa de generacion de RLO y la capacidad del tejido para
desintoxicar estos Radicales Libres (Guarnieri, 1980; Granger, 1981). El exceso de
RLO provoca dafio celular por incrementar la peroxidacion de lipidos, entre otros
mecanismos.

El exceso de Ca’'intracitoplasmatico activa la enzima proteasa que cataliza el paso de
Xantina-D (deshidrogenasa) a Xantina-O (oxidasa) en presencia de NADPH -
Nicotinamida adenina dinucledtido fosfato reducido- (Nauta et al., 1991; Mc Cord,
1983; Granger, 1988). Batelli y colaboradores ya en 1972 demostraron que la tasa de
conversion es organo-dependiente, ocurriendo en 1 minuto en el intestino de la rata
isquémica y en 30 minutos en el rifién isquémico del animal. La Xantina-O es la mayor
fuente bioldgica de produccion de superoxidos en tejidos postisquémicos (Parks &
Granger, 1983), siendo la primera fuente documentada de produccion de dicho radical.
En tejidos no isquémicos, la Xantina-D es la mayor enzima responsable de la
degradacion de la purina. La Xantina-D no puede transferir electrones al O, molecular
para formar peroxido de hidrogeno o superoxido (O,.), pero puede reducir el NAD+

(Nicotinamida adenina dinucledtido).

XANTINA + H,0 + NAD® | . ACIDO URICO + NADH+ H’
L

XANTINO-D

En condiciones de baja concentracion de O,, como ocurre en la fase de isquemia, se
transforma la Xantino-D en Xantino-O, esta ultima utiliza elO,molecular en lugar del

NAD+ produciendo superoxido y perdxido de hidrégeno (H2O,):

XANTINA +H,0+20, [0 ™= AcIDO URICO+ 20 5+ H,0;

De esta forma se han sintetizado los radicales libres del oxigeno.
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TABLA 6. Fuentes de radicales libres del oxigeno.

Xantina oxidasa Intestino, pulmoén, corazoén, piel, ojos, cerebro,
musculo  esquelético, higado, pancreas,
estobmago, testiculo, rifidén, articulaciones,
médula espinal.

NADPH oxidasa Intestino, pulmén, corazon, ojos, cerebro,
estomago, higado, rifion, testiculo.

Mitocondrias Intestino, pulmoén, corazoén, cerebro, esqueleto,
musculo, higado, rifidén, estomago, testiculo,

médula espinal.

Oxido Nitrico sintetasa Higado, corazon, célula endotelial adrtica.
Citocromo P450 Pulmon, corazon, rifion.
Lipooxigenasa/ciclooxigenasa Cerebro, ojos, pancreas, estbmago.
Monoamino oxidasa Corazoén, rindn, cerebro.

3.5.4.-. EVIDENCIA DE DANO POR RADICALES LIBRES

Mientras ciertos rasgos caracteristicos tras la I/R son compartidos por todos los tejidos
(edema, necrosis, apoptosis, funcion vascular deteriorada), otros son especificos del
organo (en el corazdn, arritmias, alteraciones transitorias de la contractibilidad
cardiaca...) (Braunwald, 1986; Ferdinand, 2007). Otras alteraciones son las siguientes:
Alteraciones conductuales cerebrales (Jung, 2010), parélisis medular (Zhu, 2013),
disminuciéon de la motilidad intestinal con trasiego bacteriano con endotoxemia
(Vollmar, 2011), deficiencia visual y ceguera (Osborne, 2004), disminucion de la tasa
de filtracion glomerular y proteinuria (Snoeijs, 2010),dafno testicular y ovarico con

infertilidad (Celik, 2014; Ozturk, 2014).
3.5.4.1. Toxicidad directa
La toxicidad directa puede producirse a través de diferentes mecanismos:

- Mediante modificaciones de los acidos nucleicos y rupturas del ADN (Brawn &

Fridovich, 1980).
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- Mediante despolimerizacion de mucopolisacaridos y del acido hialurénico, asi como

degradacion del colageno (Matsumura et al., 1966).

- Mediante inactivaciones enzimaticas (Allen et al., 1973), en particular por oxidacion

de grupos sulfhidrilo, lo cual puede alterar la integridad de las membranas.
3.5.4.2. Toxicidad indirecta

Se manifiesta mediante el proceso de lipo-peroxidacion, que constituye la oxidacion de
los acidos grasos poliinsaturados contenidos en los fosfolipidos de las membranas
celulares. De ello resulta una reaccion en cadena con formacioén de radicales libres
intermedios que son altamente reactivos y, por tanto, extremadamente toxicos. Esta
reaccion en cadena finaliza con la formaciéon de aldehidos o por la unién de dos
radicales lipidicos, o bien, por la formacion de un compuesto ciclico. Los productos mas
conocidos son los eicosanoides, 4dcidos grasos de 20 dtomos de carbono, que pueden ser
de dos tipos: prostanoides (prostaglandinas, tromboxano, prostaciclina) y leucotrienos,
que derivan del acido araquidénico por las vias de la ciclooxigenasa o de la
lipooxigenasa. El acido araquidonico se sintetiza gracias a la accion de la fosfolipasa A2
sobre los fosfolipidos de la membrana celular (Petrone et al., 1980). La riqueza en
acidos grasos insaturados de las membranas celulares e intracelulares sugiere la
gravedad de las lesiones de membrana que pueden llevar a la apoptosis (Dormandy,

1983).

La contribucion relativa del componente de reperfusion sobre el dafio total es, al
parecer, dependiente de la duracién del periodo isquémico. En algunos casos la
reperfusion puede constituir tanto como las dos terceras partes del total del dafio

(Ratych & Bulkley, 1986).

El grado y la extension del dafio isquémico son dependientes de la duracion y severidad
de la isquemia. En isquemias cortas con fenomenos de apoptosis y necrosis en menor
medida. En isquemias prolongadas se observan apoptosis y necrosis como dafio

primario.

En estudios experimentales in vitro e in vivo hay evidencia de la formacion de radicales
libres de oxigeno y nitrégeno en las cardiomiocitos y células endoteliales durante el

dafio por isquemia/reperfusion, en el fallo cardiaco, cardiomiopatias, shock circulatorio,
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envejecimiento  cardiovascular, = complicaciones  diabéticas, = miocardiopatias
hipertroficas, aterosclerosis y remodelacion vascular después del dafio cardiaco
(Bhatnagar et al., 1997; Bowes et al., 1999; 1998a; Griendling et al., 2000; Hayashi et
al., 2001).

Formacion de peroxinitrito fue evidenciada en plasma de la parte de zona isquémica
cardiaca reperfundida (Ferdinandy et al., 2003) mediante oxidacion de

dihydrorhodamina-123 y formacion de nitrotirosina (Zingarelli et al., 1997a).

Existe evidencia epidemioldgica que demuestra que las personas que tienen uno o mas
factores de riesgo cardiovasculares (hipertension, hipercolesterolemia, obesidad,
diabetes y tabaquismo...) tiene mds probabilidades de experimentar un episodio
isquémico. Cada uno de estos factores inducen un bajo grado proinflamatorio y
prooxidativo creando un microambiente que hace a los tejidos mas vulnerables a la
efectos deletéreos de una oxidacidon secundaria y estrés inflamatorio, tales como I/R

(Granger, 2010; 2015).

Es generalmente aceptado que la lesion por reperfusion tiene la potencialidad para poner
en peligro la recuperacion funcional de los pacientes que experimentar interrupcion
transitoria de la perfusion de la sangre en un Unico tejido o multiples drganos, ya sea
como consecuencia de un procedimiento médico o quirurgico (por ejemplo, el trasplante

de 6rganos).
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2. JUSTIFICACION, HIPOTESIS Y OBJETIVOS

Justificacion.

El IM es la causa méas comun de muerte stibita. Cuando dicha muerte ocurre en un breve
intervalo de tiempo, las lesiones morfologicas pueden ser en ocasiones inexistentes o
inespecificas siendo muy dificil establecer la etiologia de la muerte mediante estudios
macro y microscopicos convencionales. En la préctica forense se necesitan nuevos
marcadores para que interpretados conjuntamente, ayuden al diagnostico mas exacto de
la causa de muerte.

Hipotesis.

Los marcadores de estrés y dafo celular en fluidos asi como los marcadores
inmunohistoquimicos de lesion tisular en musculo cardiaco, pueden ser de utilidad
diagnostica para diferenciar entre posibles causas de muerte por isquemia de origen
cardiaco, de otras causas de muerte natural o violenta o con sufrimiento cardiaco pero
de origen no cardiaco

Nos planteamos las siguientes cuestiones:

- (Son de utilidad los marcadores bioquimicos de isquemia, troponinas (cTnl,
c¢TnT) y CKMB en suero y liquido pericardico para discriminar entre diferentes
causas de muerte?

- (Estan los niveles de peroxidacion en fluidos y tejido cardiaco condicionados
por la causa de muerte?

- La selecciéon de muestras cardiacas de manera protocolizada de diferentes
localizaciones es mas informativa que el estudio de las lesiones macroscopicas
exclusivamente.

- (Es posible determinar la causa de la muerte en estudios post mortem en
ausencia de datos macroscopicos mediante la ayuda de métodos
inmunohistoquimicos determinando marcadores relacionados con el sufrimiento
o estrés celular como PARP1 y Nogo-A?

- (Son de utilidad practica los marcadores de isquemia cTnl, ¢cTnT en tejido
cardiaco, para diferenciar causas de muerte de origen primario cardiaco frente a
otras causas?

Para intentar dar respuesta a las cuestiones planteadas nos hemos establecido los
siguientes objetivos:
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Objetivos.

General- Evaluar post mortem en suero, liquido pericardico, y cortes histologicos con
marcadores especificos de dafo cardiaco, comprender las diferencias entre estos grupos
de causa de muerte respecto al conjunto de parametros analizado con la finalidad de
establecer su capacidad diagnostica para conocer la causa de muerte. Con el fin de
poder aplicar dichos datos en la practica forense, en un accidente (laboral o trafico) que
realmente tiene su origen en una causa natural como puede ser un fallo cardiaco subito,
pudiendo ser primero la muerte y después el accidente o viceversa. Es fundamental
tener parametros para determinar la causa versus consecuencia ya que ésta tendrd una
transcendencia médico-legal (en relacion con seguros de vehiculos, laborales, vida,
etc...) al determinar las circunstancias del fallecimiento

Para responder a la hipotesis presentadas previamente nos planteamos unos objetivos:

1. Especificos.
Establecer posibles diferencias bioquimicas en suero o liquido pericardico de
niveles enzimatico y de peroxidacion y en tejido cardiaco de cadaver entre las
distintas causas de muerte.

2. Secundarios.
1. Determinar mediante métodos bioquimicos niveles de peroxidacion en suero,
liquido pericardico y tejido cardiaco.

2. Realizar estudio morfologico y morfométrico en las muestras cardiacas
incluidas en parafina

3. Determinar mediante métodos inmunohistoquimicos niveles de expresion
enzimaticos de troponinas en tejido cardiaco.

4. Identificar mediante métodos inmunohistoquimicos la expresion de
poli(ADP- ribosa) polimerasa en tejido cardiaco.

5. Identificar mediante métodos inmunohistoquimicos la expresion de Nogo-A
en tejido cardiaco.
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5. MATERIAL Y METODOS
5.1. Obtencion y caracteristicas de la muestra

Para controlar y evitar los efectos autoliticos, los cadaveres fueron refrigerados antes
de la realizacion de la autopsia y se seleccionaron aquellos casos con un intervalo post
mortem inferior a 24 horas. El periodo medio entre muerte y refrigeracion del cadaver

fue de 3 horas.
Las muestras que hemos estudiado proceden de dos Centros:

- Obtenidas en las autopsias practicadas en el Instituto de Medicina Legal de Murcia
(en su seccion de Cartagena)). Consistente en; suero y liquido pericardico de 92
cadaveres (66 varones y 26 mujeres con edades comprendidas entre 12 y 87 afios
(edad media de 50.33+18.78) que fueron enviadas conservadas en frio en hielo seco
a -40°C y almacenadas en frio a -80°C en el Area de Medicina Legal de la
Universidad de Murcia debidamente etiquetadas en alicuotas separadas para cada
fluido y donde fueron analizadas. Cada alicuota se marcé con un co6digo numérico
correspondiente al caddver, con los datos relativos al mismo como: edad, sexo,
causa de la muerte, tiempo de supervivencia, grado de afectacion e intervalo post
mortem transcurrido hasta la autopsia. Las muestras para estudio bioquimico en el
caso de nuestras en suero y liquido pericardico, estas fueron transportadas en las
mismas condiciones al laboratorio del Servicio de Andlisis Clinicos del Hospital
Universitario Virgen de la Arrixaca de Murcia donde fueron mantenidas congeladas

para su conservacion a -80°C hasta su analisis.

Las muestras de suero y liquido pericardico fueron procesadas para determinar las
isoformas de creatinin kinasa MB, troponina I (cTnl), mioglobina, isoenzima MB
de la creatin kinasa (CK-MB) bien en suero o plasma, y el tejido cardiaco fue

también procesado para determinar la peroxidacion lipidica.

Los casos de clasificaron en 5 grupos diagnosticos (atendiendo a lo comentado al
principio):
= [° Sujetos cuya causa de muerte ha sido un proceso asfictico por
ahorcadura (N=12).
= 2° Sujetos cuya causa de muerte ha sido un proceso asfictico por sumersion

(N=14).
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= 3° Sujetos cuya causa de muerte es exclusivamente cardiaco: Infarto de
miocardio (N= 23).

= 4° Suyjetos cuya muerte es de etiologia violenta, con traumatismo toracico
(N=23). (Aqui se incluyen los traumatismos multiples, todos accidentes de
trafico).

= 5% Sujetos cuya muerte es de etiologia natural (N=20) otras causas
excluyendo la cardiaca. Aqui se incluyen los casos de enfermedad
cerebrovascular, neumonia y embolismo pulmonar, insuficiencia renal

aguda y hemorragia aguda.

Tabla 7. Distribucidon de grupos por causa de muerte.

Distribucion por causas de Muerte Numero de casos Porcentaje

Asfixia por ahorcadura

Infarto de miocardio 23 25.0
Asfixia por sumersién 14 15.2
Traumatismo 23 25.0
Muerte natural (otras casusas) 20 21.7
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Fueron obtenidas en el momento de la autopsia muestras de tejido cardiaco practicadas
en 10 zonas diferentes.
0 1 muestra del Apex:
A: Apex.
O 1 muestra del tabique interventricular:.
IT: tabique interventricular.
0 6 muestras de de ventriculo izquierdo:
IVIP: éarea inferior del ventriculo izquierdo cara posterior.
IVIL: area inferior del ventriculo izquierdo cara lateral.
IVID: area inferior del ventriculo izquierdo cara distal.
SVIP: area superior del ventriculo izquierdo cara posterior.
SVID: area superior del ventriculo izquierdo cara distal.
SIVIL: area superior del ventriculo izquierdo cara lateral.
O 2 muestras de ventriculo derecho:
IVD: érea inferior del ventriculo derecho.
SVD: area superior del ventriculo derecho.
La causa de muerte se clasifico en cinco grupos, alcanzandose el diagnoéstico tras la
practica de una autopsia completa, detallada y minuciosa, tal y como esta establecido en
los protocolos (Castella, 2013; Basso, 2010; 2001; Orden de JUS/1291/2013 ministerial
13 de mayo BOE 120; Oliva, 2011). Esta clasificaciéon es la establecida por el
departamento de Medicina Legal de Murcia y de Granada en trabajos semejantes y ha
sido aceptada por la comunidad cientifica internacional. La inclusiéon en uno de los
grupos se realizé basandose en los antecedentes clinicos previos al fallecimiento, a la
informacion obtenida durante el levantamiento del caddver, a la autopsia y a los
hallazgos toxicologicos e histopatoldgicos y de acuerdo con la similitud del mecanismo

fisiopatologico de la causa de muerte.

- Muestras de tejido cardiaco obtenidas en el Departamento de Medicina Legal y
Forense de la Universidad de Granada y analizadas en el departamento de
Anatomia Patologia de la misma Universidad, proceden de autopsias judiciales
de 81 cadaveres de acuerdo con los estandares Europeos (Recomendacion n°
R99/3 of the committee of ministers to member states of harmonization of
medico-legal autopsy rules, Forensic Sci inter.2000; 111: 5-58) y los

mencionados anteriormente. Todos los cadaveres tenian una data conocida que
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oscilaba entre 5 y 24 horas con una media de 15.27+5.67 horas. Los cadaveres
se mantuvieron refrigerados a 4°C desde la llegada al Instituto de Medicina
Legal hasta la realizacion de la autopsia. La edad media de los sujetos fallecidos

fue de 60.38+16.50 afos, constituida por 5 mujeres y 79 hombres.

Los grupos diagnosticos fueron:

0 Asfixia Mecanica (ahorcamiento) (N=16 casos -19.8%).
Muerte subita cardiaca isquémica (N=27 casos - 33.3%)
Asfixia por sumersion (N=2 casos - 2.5%)
Politraumatismo (N=16 casos - 16%)

Muertes naturales (N=23 casos - 28.4%)

O O O O

Para clasificar las muertes como muerte subita cardiaca isquémica fueron
establecidas de acuerdo con los hallazgos de la autopsia, criterios
anatomopatologicos del corazén que correspondian con alguna de las dos
situaciones que se detallan:
A) Diagnoéstico anatomopatoldgico de infarto agudo de miocardio
(IAM).- Establecido mediante estudio microscopico con H&E por el
hallazgo de necrosis de miocardiocitos o bien existencia de infiltrado
inflamatorio agudo, (constituida por polimorfonucleares, lo que nos
indica un IAM en fase aguda) o por la existencia de infiltrados
inflamatorios subagudos (formado fundamentalmente por linfocitos y
macrofagos, también células plasmadticas y/o fibroblastos), que implica
un IAM en evolucion reciente (pocos dias).
B) Diagnéstico de muerte cardiaca de origen isquémico: Sin signos de
necrosis y/o sin infiltrados inflamatorios agudo. Pero en el estudio del
anatomopatologico con H&E aparecen signos inespecificos de isquemia
(edema, congestion, ondulacion de fibras, bandas de contraccion) y/o
infarto de miocardio antiguo (fibrosis de reemplazo) y ademads existe
evidencia de cardiopatia isquémica severa (estenosis significativa
coronaria superior al 70%), en al menos una rama principal y/o presencia
de trombo coronario oclusivo. Todo ello junto con antecedentes
personales de una cardiopatia isquémica y una vez descartadas otras

causas de muerte mediante la realizacién de una autopsia completa.
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Antes de la diseccion cardiaca se estudiaron en todos los casos las
arterias coronarias principales y sus ramas mds importantes.
Realizandose cortes transversos y seriados de las mismas a lo largo de su
recorrido, estudiandose se este modo el grado de estenosis que
presentaba.

Posteriormente los corazones fueron disecados mediante cortes hacia el
apex (Lachica et al., 1988; Ramos et al., 1987; Haugen et al., 1992)

obteniéndose entre 4 y 5 rodajas.

El manejo de todas las muestras se han ajustado a la ley de proteccion de datos (RD

1720/2007 de 21 de diciembre).
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5. 2.- METODOS BIOQUIMICOS

5.2.1. OBTENCION DE MUESTRAS BIOQUIMICAS

Liquido pericardico.

Se obtuvo directamente mediante jeringuilla estéril del saco pericardico,
practicando una incision en forma de ojal en cara anterior y desechando las

muestras contaminadas con sangre.
Suero

Se obtuvo mediante centrifugacion de muestras de sangre extraida de la
confluencia de las venas iliacas, previa evisceracion del cadaver y mediante jeringa

estéril.
Plasma

Se obtuvo mediante centrifugacion de la muestra de sangre extraida de la
confluencia de las venas iliacas, previa evisceracion del cadaver. Mediante jeringa
estéril y se vertieron sobre tubos que contenian (K3EDTA) a una concentracion de

4.55%0.85 mmol/L de sangre.

5.2.2. ANALISIS BIOQUIMICO

Se han analizado marcadores bioquimicos en plasma, suero y liquido pericardico.

. Isoformas de isoenzima CK-MM en plasma.

. Isoformas de isoenzima CK-MM en liquido pericardico.
. Mioglobina en suero.

. Mioglobina en liquido pericérdico.

. CK-MB en suero.

. CK-MB en liquido pericardico.

. Troponina I en suero.

. Troponina I en liquidos pericéardico.
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5.2.2.1. Isoformas de la creatin kinasa MB

El procedimiento "Cardio REP@ CK Isoforms" (Helena Laboratories Beaumont,
Texas, USA) esta desarrollado para el andlisis cualitativo y cuantitativo de las isoformas
de la creatin kinasa en plasma por electroforesis sobre gel de agarosa. La utilidad clinica

del ensayo es el diagnostico del infarto de miocardio.

La creatin Kinasa (CK) (EC 2.7.3.2) es un enzima transferidor de energia que cataliza la

reaccion reversible

CK

ADP + creatin fosfato < ATP + creatina

La CK existe fundamentalmente en musculo esquelético, musculo cardiaco y cerebro,
junto con pequeiias cantidades en otros tejidos. Diferentes episodios clinicos como
procedimientos quirlirgicos, inyecciones intramusculares e infarto de miocardio
producen un incremento de la actividad CK en suero. La fuente de elevacion de la CK

puede ser localizada con mas precision por la determinacion de las isoenzimas.

Existen dos subunidades moleculares de la CK, designadas como M y B cuya
combinacion produce tres isoenzimas: CK-MM (aislada fundamentalmente del musculo

esquelético), CK-MB (miocardio) y CK-BB (fundamentalmente del cerebro).

La creatin kinasa MM es un dimero con dos cadenas pépticas idénticas que contienen un
fragmento de lisina carboxi terminal, este fragmento sirve como sustrato para la
carboxipeptidasa sérica. Esta composicion quimica particular constituye una de las tres
isoformas de la CK-MM. La retirada de uno de los residuos de lisina por la
carboxipeptidasa presente en el suero, crea una banda de migraciéon mas anddica,
cuando se utiliza electroforesis de alto voltaje. La segunda isoforma aparece cuando se
libera el grupo lisina carboxi terminal de una de las cadenas peptidicas y la tercera
banda de isoformas cuando la lisina C-terminal es retirada de la segunda cadena

petidica. Migrando aun mas anddicamente que las otras dos isoformas.

Existe una cierta controversia en lo referente a nomenclatura y numeraciéon de las
isoformas. La nomenclatura [.U.P.A.C. recomienda un sistema de numeracion en el que

la banda mas anddica reciba el nlimero 1, asi en la separacion de isoenzimas, la CK-BB
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seria la CK-1, la CK-MB seria la CK-2 y la CK MM deberia ser la CK-3. Del mismo
modo la isoforma mas anoddica deberia nombrarse con el subindice 1, asi la isoforma
mas anddica de la CK-MB sera la CK-21 , por tanto la isoforma no-modificada de la
CK- MB deberia ser la CK-22 . Sin embargo la Sociedad Americana de Quimica
Clinica (AACC), ha adoptado la nomenclatura de CK-BB, CK-MB y CKMM para las
isoenzimas, y para las isoformas se introduce la notacion del subindice, siendo el
numero 1 para la isoforma mas anodica, siendo por tanto la CK-MB1 la que migra mas

anodicamente y la CK-MM3 la que lo hace mas catddicamente.

La comparacion de las cantidades relativas de las subfracciones de CK- MB o CK-MM
presentes en el suero, pueden utilizarse para estimar la extension del tiempo trascurrido
desde que la CK ha sido liberada desde las células. Algunos autores han reportado la
existencia de hasta cinco isoformas de la CK-MM encontradas por isoelectroenfoque o
técnicas de cromatografia en columna, pero actualmente el proceso quimico que esta
detras de este fendomeno y su significado clinico permanecen sin aclarar. De esta forma,
la mejor aplicacion quimico-clinica que puede obtenerse es el derivado de la evaluacion

de las dos isoformas de la isoenzima CK-MB.

La electroforesis ofrece la ventaja principal de separacion completa de los isoenzimas
sin riesgo de contaminacion con la banda anterior o carry-over. Trabajos recientes, que
estudian la relacioén o ratio de las isoformas CK-MB2/CK-MB1 han demostrado una
gran especificidad, sensibilidad y valor predictivo para la deteccion precoz (1-6 horas),

del infarto agudo de miocardio o del dafio miocardico menor.

Principio del procedimiento
Las isoformas de la CK-MM y de la CK-BB se separan de acuerdo a su movilidad

electroforética sobre gel de agarosa. Después de la separacion, los geles se incuban con

el reactivo para isoformas de la CK Cardio REP, que utiliza la las siguientes reacciones:

CK
Creatin fosfato + ADP < Creatina + ATP

Hexokinasa
ATP +D-glucosa > D-glucosa-6-fosfato + AD
G-6-P-Dhasa .
D-glucosa-6-fosfato + ADP > NADH + 6-fosfogluconato +H
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Reactivos
- Cardio Rep CK Isoforms Gel

Composicion: Cada gel contiene agarosa en un buffer Tris Barbital. Se han afiadido

Azida sédica y otros preservantes.
Preparacion para el Uso: Los geles vienen listos para el uso al abrir el envase.

Almacenamiento y estabilidad: A temperatura ambiente (15°-30°C) en su envase
protector, son estables hasta la fecha de caducidad indicada en la envoltura. Es preciso

no refrigerar ni congelar los geles.

Signos de deterioro: Cualquiera de los siguientes signos pueden indicar deterioro del
gel: (1) aspecto cristalino, lo que indicaria que la agarosa ha sido congelada, (2) signos
de deshidratacion del gel, grietas o descamaciones, (3) crecimiento bacteriano, que

indicaria contaminacion, (4) adelgazamiento de los bloques de gel.

- Cardio Rep CK Isoforms Reagents.Composicion:

Oifosfato de 5'-Adenosina (AOP) 12 mM
Fosfato de creatina 90mM

Monofosfato de 5'-Adenosina (AMP) 15 mM
Acetato Magnésico 60mM

Nicotinamin adenin dinucleotido (NAO) 6mM
N-Acetilcisteina (NAC) 60mM
O-Glucosa 60mM
Glucosa 6-fosfato dehidrogenasa(L.mesenteroides) 7500 UI/L
Hexokinasa (Levadura) 9000 UI/L

Preparacion para el uso: Se reconstituye cada vial de Cardio Rep CK IsoformsReagents

con 3 mL de Diluyente Cardio Rep CK Isoforms.

Almacenamiento y estabilidad: El reactivo seco se almacena refrigerado (2° a 6°C) y es
estable hasta la fecha de expiracion del vial. Una vez reconstituido es estable 3 horas a

temperatura ambiente. Signos de deterioro: Este reactivo no deberia emplearse si antes
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de reconstituir no presenta un aspecto de polvo seco y uniforme blanco o con un ligero

oscurecimiento.
Cardio Rep CK Isoforms Diluent.
Composicion:

El diluyente contiene MES, sucrosa y Triton X al 0.2%, con un 0.01% de azida sodica

como agente conservante.
Preparacion: Listo para su uso.

Almacenamiento y estabilidad: Si se almacena refrigerado (2°-6°C), es estable hasta la

fecha de caducidad indicada en el vial.
Signos de deterioro: No utilizar si se observan signos de crecimiento bacteriano.
Instrumental

Se utiliz6 una unidad Cardio REP® (Numeo de catalogo 1400) para la electroforesis,
aplicacion del reactivo, incubado y secado del gel. En el manual el operador se puede

encontrar informacion adicional
Recoleccion y manejo de las muestras

El espécimen de eleccion es plasma fresco recogido sobre EDTA como anticoagulante.
Aunque al principio se recomendaba que el ensayo para la separacion y cuantificacion
de las isoformas deberia ser realizado dentro de la hora siguiente a la recoleccion del
plasma, para prevenir la conversion de isoformas. Estudios posteriores han demostrado
que las muestras pueden almacenarse hasta 6 horas entre 2° y 8°C o tres dias a -20°C.

Sustancias Interferentes

1. Los eritrocitos maduros no contienen CK, sin embargo algunas de las reacciones
posteriores con los enzimas acoplados pueden ser modificadas, resultando en una
infradosificacion de la actividad CK, por lo que se recomienda evitar la hemolisis en la

medida de lo posible.
2. La CK es inactivada por el calor.

3. Congelaciones y descongelaciones repetidas destruyen la actividad CK.
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Procedimiento.
Material suministrado

Los siguientes reactivos se suministran con el kit Cardio REP CK Isoform:

Gel es Cardio REP CK Isoform (10)
Reactivo Cardio REP CK Isoform (10 x 3 mL)
Diluyente Cardio REP CK Isoform (1 x30mL)
Secantes Cardio REP (10)
Copas de Muestra Cardio REP (60)

Material necesario no contenido en el Kit.

Calibrador 2 Cardio REP N° Cat. 3323
Solucion REP Prep N° Cat. 3100
SUREprep N° Cat. 1574
Control Normal Cardio REP CK Recombinante N° Cat. 3320
Control Anormal Cardio REP CK Recombinante N° Cat. 3321
Instrucciones

Preparacion del Reactivo : reconstituir el reactivo Cardio REP CK Isoform con 3 mL
del diluyente Cardio REP CK Isoform. Mezclar por inversion y asegurarse de una

disolucion completa antes de su uso.
Preparacion del instrumento:

1.- Utilizando las instrucciones provistas en el manual del operador, ajustar las

siguientes condiciones sobre la pantalla del instrumento:

Volumen de muestra 1.0 uL

Punto de aplicacion 28.00 nm from front pin
Tiempo de absorcion de la muestra 01:30 min:sec
Voltaje de electroforesis 900 volts

Limite de corriente de electroforesis 60 mA
Temperatura de electroforesis 24°C

93



Tesis Doctoral Antonio Pelegrina Jiménez

Tiempo de electroforesis 06:00 min:sec
Punto de Aplicacion del Reactivo 23.00 nm front pin
Ciclos de extension del reactivo 6

Tiempo de absorcion del reactivo 01 :30 min:sec
Ciclos de retirada del reactivo 1

Temperatura de incubacion 49°C

Tiempo de incubacion 05:00 min:sec
Temperatura de secado 54°C

Tiempo de secado 02:00 min:sec

2.- Poner las 6 copas de muestra en los pocillos de muestra. Poner un secante Cardio
REP sobre la bandeja de muestras en un area adyacente a las copas de muestra. Poner
aproximadamente 2.5 mL de solucion SUREprep en la ranura mas exterior lava-sondas
de la bandeja de muestras marcada con una "S", y otros 2.5 mL de agua des ion izada en
la ranura mas interior de la bandeja de muestras marcada con "H,0". Reemplazar el

SUREprep y el agua después de cada recorrido.
Aplicacion de las muestras.

Es necesario la utilizacién del calibrador de isoformas de CK para la cuantificacion de
las mismas. Para ello se recomienda que se coloque una alicuota de 50-75ulLde
calibrador en la copa de muestra colocada en el pocillo #6. Esta referencia debe ser
identificada tanto en la posicion como en la concentracion sobre el ment de archivo de

paciente.
1. Pipetear 50-75uLde de control en la copa correspondiente al pocillo #1.
2. Depositar de 50-75uLde cada muestra en los pocillos #2-#5.

3. Dispensar 0.5mL de soluciéon REP prep. Sobre la camara de electroforesis y

extiéndase por toda la superficie de la misma.
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4. Retirar el envase protector del gel, secando bien la parte posterior para eliminar
la humedad o restos de gel. Depositar el gel en la camara con la agarosa hacia arriba y
los agujeros de alineacion apoyando en la parte derecha. El agujero de alineamiento
redondo debe estar colocado hacia el frente y el ovalado en la parte de atras de la

camara.

5. Poner el borde del gel pegado a la camara del Cardio REP, alineando el agujero
redondo con el pin de la camara. Alinear a continuacion los seis agujeros del bloque de

gel con los seis pins, y presionar el gel hacia abajo alrededor de estos pins.

6. Mientras se coloca el otro extremo del gel, presionar firmemente para depositar
la cara inferior del gel sobre la superficie de camara que contiene la solucion REP prep.
Ajustar el segundo agujero de alineamiento y a continuacion los otros seis agujeros del

extremo del gel.

La existencia de bolsa de REP prep. O burbujas de aire bajo el gel puede comprometer
la transferencia térmica. Quitar a continuacion la cubierta protectora tirando de las dos

esquinas y levantando suavemente hacia el operador. No secar alrededor de los bordes

del gel.
7. Poner el vial de reactivo abierto y reconstituido en el soporte del vial.
8. Tocar el area "Start Run" de la pantalla tactil. El Cardio REP hard de forma

automatica la electroforesis, aplicara el reactivo, incubard, secara y escaneara el gel.

9. Las sondas de muestra deben estar perfectamente alineadas y el depdsito de las
mismas debe chequearse diariamente, por observacion de los pocillos inmediatamente
después de que la muestra haya sido dispensada. Las muestras deben estar

completamente definidas por un perimetro nitido.

Evaluacion de las bandas de Isoformas de CK.

El Cardio REP escaneara y cuantificard automaticamente las bandas desarrolladas sobre
el gel. Si el densitometro detecta una sola banda en el modo Auto Edit, aparecera en la
pantalla el mensaje"Will Not Edit" asi como el mensaje "Unable to calculate % MB",

que aparecera sobre el informe. Siguiendo a la del densitometro, el gel debe ser
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inspeccionado para corregir manualmente los errores producidos por patrones

deshilachados o sesgados que pueden afectar el modo Auto Edit.

Estabilidad del Producto final. El gel debe ser protegido de la luz si se quiere realizar

una fotografia o inspeccion con luz U.V.

Resultados.
Las isoformas de la CK-MB migran mas anodicamente que las de la CK-MM. La CK-

MBI es la banda mas rapida y por tanto la mas anodica de las MB.

Célculo de resultados. El densitometro Cardio REP calculard automaticamente e
imprimira el porcentaje relativo de la CK-MB1, CK-MB?2 y la relacion MB2/MBI1. La
actividad MB total en UI/L puede calcularse cuando se incluye un material de referencia

en la serie.

Limitaciones
La linealidad se ha demostrado para al menos 50 UI/L por isoforma de MB (valor MB
total de 100 UI/L). Otras enfermedades ademas del infarto de miocardio donde se ha

observado incremento de la CK-MB incluyen:

- Insuficiencia coronaria severa

- Distrofia muscular de Duchenne

- Fiebre moteada de las Montafias Rocosas
- Rabdomiolisis

- Dermatomiositis

- Mioglobinuria

- Polimiositis

- Sindrome de Reye.

Valores de Referencia
El rango de referencia para este test fue generado empleando 55 especimenes de
pacientes con posible patologia cardiaca que subsiguientemente fueron definidos como

no-infartos, con los siguientes resultados.
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MB2 < 2.6 UI/L a 37°C
MB2/MB1 < 1.7

La actividad CK-MB deberia ser menor del 5% de la actividad CK total y menor de 10
UI/L. Sin embargo, el valor de CK-MB total no deberia utilizarse aisladamente como un
indicador valido de infarto de miocardio. La relacion MB2/MB1 junto con la MB2 total
es un indicador diagnostico mas exacto. No obstante, cada laboratorio debe realizar su
propio rango de referencia, debido a posibles variaciones en localizacion geografica,

edad, sexo, raza predominante etc.
Interpretacion de los Resultados

La determinacion de las isoformas de MB est4d concebida como un medio diagnostico
del infarto agudo de miocardio. En estado basal la MB2 estd en equilibrio con la
isoforma sé rica modificada MB1. Una liberacion repentina de MB2 desde el tejido
aparece en las horas iniciales de un IAM. Esto produce un aumento en la relacion
MB2/MBI1 antes de que el valor de CK-MB exceda el limite de normalidad. De acuerdo
con esto el ensayo de las isoformas de la isoenzima MB mejorara la especificidad de las

pruebas de CK total y CK-MB.

La terapia trombolitica de pacientes con IAM deberia ser optimizada por un marcador
diagndstico temprano que proporcionard cuanto antes el diagndstico de 1M, en
comparacion con los ensayos convencionales de CK y CK-MB. Ya que las isoformas de
la CK-MM son maés inespecificas que las de MB, se prefiere el estudio de estas ultimas,
encontrandose en los trabajos de referencia que son mas sensibles especificas y capaces
de proporcionar diagndstico de IAM dentro de las tres primeras horas del comienzo de

los sintomas.
Isoformas de la CK-MM. Consideraciones e informacion adicional.
1. A menudo es la unica isoenzima encontrada en el suero normal.

2.Se encuentra elevada en a) Dafio en el musculo esquelético, b) Dafio miocardico,

c) dafio cerebral.

Isoformas de la CK-MB. Consideraciones sobre el resultado e informacion adicional.
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1.Puede estar presente en el suero de sujetos normales en cantidades que oscilan

del 0-5% de la actividad CK total.

2.Existe una indicacion positiva de infarto de miocardio cuando se cumplen uno o
mas de los siguientes criterios: a) Caracteristicas clinicas compatibles con
sindrome coronario agudo, b) actividad CK-MB >5% de la actividad CK total y
valor minimo de 10 UI/L, e) MB2 >2.6 UI/L a 37°C y una relacion
MB2/MB1>1.7.

Caracteristicas del método

Precision: Se utilizd un espécimen de control para demostrar la precision del método
para las medidas de CK-MB, MB1 y MB2. El control fue testado en concentraciones de
12,9, 6 y 3 UI/L sobre dos geles. Los resultados fueron evaluados por el aparto de

forma automatica ("Auto Edit mode").

Media S.O. CV%

N=12

CK-MB total 12.0 0.62 52
MB1 6.0 0.30 5.8
MB2 6.0 0.30 5.8
N=12

CK-MB total 9.2 0.68 7.3
MB1 4.5 0.37 8.3
MB2 4.7 0.33 7.0
N=12

CK-MB total 6.0 0.70 11.6
MB1 2.9 0.40 13.4
MB2 3.1 0.30 10.3
N=12

CK-MB total 3.6 0.20 6.2
MB1 1.8 0.10 8.1
MB2 1.8 0.10 5.0

Linealidad: El control fue de nuevo analizado por cromatoenfoque y utilizado

como referencia, para demostrar su linealidad y sensibilidad analitica.

Se realizaron diluciones seriadas que fueron analizadas y testadas en el Cardio

REP
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Concentracion de las diluciones Cardio REP

50 UI/L 50.0 (referencia)
40 43.9

30 33.0

20 23.5

10 10.1

5.0 4.4

2.5 2.0

1.0 0.9

5.2.2.2. MIOGLOBINA

El ensayo Mioglobin Acces (Beckman Instruments) es un ensayo de quimiolumiscencia
basado en la determinacién cuantitativa mediante particulas paramagnéticas en fase
solida de los niveles de mioglobina en suero humano o plasma (EDTA) utilizando el

sistema de inmunoenzayo Access.
Principio del procedimiento

El ensayo de Myoglobin Access es un ensayo inmunoenzimatico en sandwich. Se anade
una muestra a un vaso de reaccion con anticuerpos monoclonales de raton antiglobulina
— conjugado con fosfatasa alcalina y particulas paramagnéticas recubiertas de
anticuerpos monoclonales de raton antiglobulina. La mioglobina sérica humana se une a
se une al conjugado de biotina anti-mioglobina y se inmoviliza sobre particulas
paramagnéticas recubiertas con anticuerpo de cabra anti-biotina, mientras que el raton
conjugado de fosfatasa anti-mioglobina-alcalina reacciona especificamente con un sitio
antigénico diferente en la molécula de mioglobina. Después de la incubacion, la
separacion de un campo magnético y el lavado elimina los materiales no fijados a la
fase solida. Se afiade sustrato de quimiolumiscente, Lumi-Phos*530, al vaso de reaccion
y utilizando un lumindémetro se mide la luz generada por la reaccion. La emision de
fotones es proporcional a la cantidad de analito en la muestra. Se determina por medio
de una curva de calibracion de puntos multiples acumulada (ver manual de operador de

referencia de Inmunoensayo Access).
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La cantidad de muestra utilizada fue de 10 pg/L y las unidades de medidas utilizadas
fueron Unidades SI (ug/L) y la técnica se realizd siguiendo el protocolo de

Inmunoensayo Access.
Limitaciones del procedimiento

1.Las muestras pueden medirse de manera fiable entre el limite inferior de
deteccién y el valor de calibracion mas elevado (aproximadamente 8.9 - 4000
ng/mL, pg/L) Si la muestra de mioglobina tiene un valor superior a la cifra
maxima de calibracion se comunica como valor superior a dicho valor y
automaticamente se practica una dilucion de la muestra con Access Myoglobin
diluent N° de catalogo 33316 y el valor calculado se multiplica por dicho factor de
dilucion. Si la muestra contiene valores inferiores al limite inferior de deteccion se

comunica como resultado menor a dicho valor.

2. Pueden existir anticuerpos antiraton (HAMA) en muestras de pacientes que
hayan recibido inmunoterapia con anticuerpos monoclonales. Ademas pueden

existir otros anticuerpos heterofilos, como anticuerpos anti-cabra.

3. El ensayo Myoglobin Access no muestra “efecto hook™ discernible hasta 40000

ng/mL (pg/L).
Valores esperados
Segun protocolo del procedimiento, los pasos seguidos fueron:

Medicién de las concentraciones de mioglobina en 232 muestras de suero de mujeres y
hombres aparentemente sanos utilizando el ensayo de “Mioglobina Access”. Utilizando
una estimacion no paramétrica del intervalo de confianza del 95%. Las muestras de

suero de los sujetos sanos tienen valores inferiores a 70 ng/mL (ug/L).

Como ocurren con todos los test diagndsticos los laboratorios deben de establecer sus
propios intervalos de referencia para garantizar una representacion apropiada de

poblaciones especificas.
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Sensibilidad Analitica

El nivel mas bajo detectable de mioglobina distinguible de cero (Myoglobin Access SO

Calibrator) con un limite de confianza del 95% es 8.9 ng/mL.
Especificidad analitica

No se observo reactividad cruzada cuando se le afiadio hemoglobina (5 g/L) a la

muestra conteniendo mioglobina.

Calibradores de Mioglobina

N° de catalogo 33315 segun protocolo “Calibracién Access Myoglobin”
Control de calidad para Mioglobina

N° de catalogo 33319 Segun protocolo Access Myoglobin QC.

Access es una marca registrada de Beckman Instrument, Inc.

Lumi-Phos 530 es una marca registrada de Lumigen, Inc.

5.2.2.3.ISOENZIMA MB DE LA CREATININ KINASA (CK-MB)

El método MMB para el sistema de quimica clinica Dimension® con el médulo de
inmunoensayo heterogéneo es un analisis de diagnostico in vitro que tiene por objeto la
determinacion cuantitativa de la isoenzima MB de la creatinkinasa en suero y plasma

humano para la confirmacion del infarto agudo de miocardio.

Principios del procedimiento

El método de MMB es un enzimoinmunoensayo de una etapa basado en el principio
sandwich. La muestra se incuba con particulas de di6xido de cromo recubiertas con
anticuerpos monoclonales especificos contra la subunidad CK-B, y conjugado (~-
galactosidasa unida a anticuerpos monoclonales especificos contra la isoenzima CK-
MB) (Birkmeyer et al., 1987). Durante el periodo de incubacion se forma un sandwich
particula/CK-MB/conjugado. El conjugado que queda libre (no unido) se separa de la

mezcla de reaccion mediante una separacion magnética y un lavado. El sandwich que
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contiene la ~-galactosidasa se combina con el sustrato cromogénico clorofenol rojo-ii-d-
galactopiranosido (CPRG). La hidrolisis del CPRG libera un cromoforo (CPR). La
concentracion de CK-MB presente en la muestra del paciente es directamente
proporcional a la velocidad del cambio del color a 577 nm debido a la formacion de
CPR. La cantidad de proteina CK-MB se mide inmunoldgicamente y los resultados se

expresan en unidades de masa (ng/mL o (ugL/I).

Reactivos.

(Cartucho de Reactivos Flex® de Isoenzima MB de la Creatin kinasa en Masa)

Pocillos Ingrediente Concentracion
a b
1,2 Liquido Conjugado e Raton,
d monoclonal
3,4 Tableta Anticuerpo- 0.9 mg/mL Raton,
d CrO2 monoclonal
5,6 Tableta CPRG 15.7 rnM
d
7 Liquido Tampon 175rmM
Diluyente
del sustrato
8 Liquido Tampon 200rnM
Diluyente
del sustrato

Los pocillos estan numerados consecutivamente a partir del extremo ancho del cartucho.
Valor nominal en el cartucho hidratado.

El titulo del anticuerpo y la actividad del conjugado pueden variar de lote a lote.

Las tabletas contiene excipientes, tampones y estabilizantes.

eo o

Precauciones: Las cubetas usadas contienen fluidos organicos humanos; manejar con el

cuidado apropiado para evitar el contacto con la piel o la ingestion.

Preparacion del Reactivo: La mezcla y la dilucion son efectuadas automaticamente por

el instrumento.
Conservacion: Guardar a 2-8°C.

Fechas de caducidad: Los pocillos sellados o hidratados de cartuchos en el instrumento,
son estables 30 dias. Los pocillos 1-6 abiertos por el instrumento son estables 3 dias.

Los pocillos 7 y 8 abiertos por el instrumento son estables 10 dias.
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Muestras

Las muestras utilizadas para el analisis bioquimico, han sido suero y liquido
pericardico, recogidos segun el procedimiento descrito anteriormente. Para prevenir la
formacion de fibrina en las muestras de suero, se debe esperar hasta la completa

formacion del codgulo antes de centrifugar.
Procedimiento

Materiales necesarios:

Cartucho de reactivos MMB Flex®, Cat. N° RF420.
Cubiletes de Reaccion, Cat. N° RXV1.

Solucidn de lavado, Cat. N° RO701.

Diluyente de Muestra, Cat. N° 791092901.
Proceso del Analisis

El muestreo, dispensacion de reactivos, mezcla, separacion, proceso e impresion de los
resultados, son automaticamente efectuados por el sistema “Dimenslon" con el modulo

de inmunoensayo heterogéneo.
Condiciones de la prueba

Cubilete de reaccidon

- Volumen de muestra: 60ugL
- Anticuerpo-Cr;: 50ugL
- Mmb Ab-B-qalactosdasa: 50 uL
- Temperatura: 37°C
- Periodo de incubacion: ( lavado) 8 minutos (adicion de muestra a
- Etapas de lavado: 5 minutos (3 lavados)
Cubetas
- Volumen transferido: 40 uL
- Volumen de sustrato (CPRG): 91 uL
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- Volumen de diluyente: 279 uL

- Temperatura: 37°C£0. 1°C

- Periodo de incubacion: 4 minutos (adicion de muestra a lectura)
- Longitud de onda: 577y 700 nm

- Tipo de medicién: Cinética Bicromatica

- Unidades: ng/mL (ug/L)

Calibracion
Para la calibracion del método de MMB deben considerarse los siguientes datos:
Limites del analisis (a 37°C): 0.5-300ng/mL (pgL)

Material de referencia: Calibrador de la 1isoenzima MB de la

creatinkinasa en masa (Cat. N°. RC420)

Niveles de calibracion recomendados: 0, 10, 50, 150, 300 ng/mL (ugL)
Esquema de calibracion. Replicados: 3@ Niveles 1,2 2@ Nivel 3

3@ Nivel 4 2@ Nivel 5
Frecuencia de calibracion: Cada lote nuevo de cartuchos de reactivo o cada 60

dias para el mismo lote

Coeficientes asignados: e, -130 C,; 1800, C,-3,7,C53 750, C40,5

Control de calidad

Existe la posibilidad de un funcionamiento incorrecto del instrumento si se observa la

precision siguiente en 5 pruebas consecutivas:

MMB Concentracion D.E.(Desviacion Estandar)
O ng/mL(pgL) > 1.0 ng/mL (ngL)
10 ng/mL (ugl) > 1.1 ng/mL (pgL)
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300 ng/mL (pgL) >20.0 ng/mL (ugL)
Resultados

El instrumento calcula e imprime automaticamente la concentracion de CK-MB en

ng/mL (pgL).
Limitaciones del procedimiento

Resultados: > 300 ng/mL (ugL).

Dilucion manual: Resultados superiores a 300 ng/mL (ugL) deben repetirse después de
diluir las muestras con el diluyente de muestras para obtener una concentracion de la
muestra dentro de los limites del andlisis. Introducir un factor de dilucién. Reanalizar.

Los resultados quedan corregidos por la dilucion efectuada.

- Autodilucion (AD): Referirse al manual del sistema Dimension® para mas informacion
sobre el sistema de dilucion automadtica. Los ensayos inmunoespecificos de una etapa
tipo sandwich, son susceptibles de presentar un efecto prozona, en el que un exceso de
antigeno impide la union simultdnea de los anticuerpos de captura y de deteccion a una
molécula individual de analito (Ryal et al., 1982). Tales muestras deben ser diluidas y
vueltas a analizar antes de informar el resultado. El método MMB no muestra efecto

prozona hasta por lo menos 2000 ng/mL (ugL).

Las muestras de pacientes pueden contener anticuerpos heterofilicos que podrian
reaccionar en un inmunoensayo dando resultados falsamente altos o bajos. Este ensayo

ha sido disefiado para minimizar la interferencia por anticuerpos heterofilicos (Vaidya,

1992).

El sistema de informes del instrumento proporciona mensajes de errores que advierten

al operador sobre fallos especificos de funcionamiento.
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Intervalo de referencia

Los niveles de CK-MB en personas sanas son bajos o indetectables. El intervalo de
referencia para MMB fue calculado no paramétricamente y representa el 95% de la

poblacion.

El intervalo de referencia calculado para el sistema de inmunoensayo es del: 0- 3.6

ng/mL (ulL).

Criterios para el diagndstico
Se recomienda un protocolo de muestreo secuencial para el diagnostico del infarto
agudo de miocardio. Un punto de corte>5ng/mL (pg/L) y un indice relativo (IR) >0.4%

se sugieren como datos consistentes con un IAM. El IR se calcula expresando la masa

de CK-MB como porcentaje de la CK total (masa de CK-MB/CK) x 100.

Valor obtenido x 100

(muestra alta + muestra baja) x 2

Ya que la sensibilidad diagnoéstica y la especificidad asi como el valor prondstico
dependen de la poblacion, este punto de corte debe confirmarse en cada laboratorio. A
causa de la superposicion de resultados entre poblaciones con IAM y sin IAM, el poder

discriminante y pronostico del resultado variara con el corte elegido.
En muestras con resultados elevados de CK y CK-MB, un indice relativo de (IR)

puede utilizarse para diferenciar entre elevaciones de CK-MB debidas a dafios en el
musculo esquelético e IAM. Un IR <1.5% se sugiere como consistente con dafos en el

musculo esquelético (Skogen et al., 1991).

Sensibilidad Analitica

La sensibilidad del método MMB es 0.5 ng/mL (ulL) y representa la concentracién mas

baja de MMB que puede ser distinguida de cero. Esta sensibilidad se define como la
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concentracion a dos desviaciones estandar por encima del Calibrador 0 ng/mL (uL) de

MMB (n=20).
Recuperacion

Se mezclaron muestras con una cantidad conocida de CKMB con muestras de suero
humano con un valor base de 0,1 - 0,5 ng/ml (ug/L).Se midieron las concentraciones de
las muestras y se calcul6 el porcentaje de recuperacion. El intervalo de recuperacion fue

del 94.2% al 104% con una recuperacion media del 98%:

-5.2.2.4. TROPONINA | CARDIACA (cTnl).

N° de catdlogo 33320: 100 determinaciones, 2 estuches. 50 tests/pack. El ensayo Access
Troponina I es un inmunoensayo quimioluminiscente con particulas paramagnéticas
para la deteccidon cuantitativa de niveles de troponina cardiaca I en suero humano y

plasma (EDTA) utilizando el Sistema de Inmunoensayo Access.
Principios del procedimiento

El ensayo Access Troponina I es un ensayo inmunoenzimatico (sandwich). Se afiade
una muestra a un vaso de reaccion con anticuerpos monoclonales antitroponina I
cardiaca conjugados con fosfata alcalina y particulas paramagnéticas recubiertas de
anticuerpos monoclonales antitroponina I cardiaca. La troponina I cardiaca humana se
une al anticuerpo anti-troponina I cardiaca en la fase sélida, mientras que el conjugado
anticuerpo anti-troponina I cardiaca-fosfatasa alcalina reacciona con lugares antigénicos
diferentes en las moléculas de troponina I cardiaca. Después de la incubacion, la
separacion en un campo magnético y el lavado eliminan los materiales no unidos a la
fase solida. Se afiade un sustrato quimioluminiscente. Lumi-Phos* 530, al vaso de
reaccion y se mide la luz generada por la reaccion con un lumindémetro. La produccion
de fotones es inversamente proporcional a la cantidad de conjugado enzimatico presente
al final de la reaccion, y por consiguiente, a la concentracion de troponina I cardiaca en
la muestra. La cantidad de analito en la muestra se determina por una curva de

calibracion multipuntos almacenada.
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Informacion del producto
Estuche de reactivos Access Troponin 1: 2 estuches RI

RI a : Particulas paramagnéticas recubiertas de anticuerpos monoclonales de
raton anti-troponina cardiaca I suspendidos en tampén salino Tris. Con

seroalbimina bovina (BSA) y azida sodica al 0.05%.
RI b: NaOH 0.1 N
RI c¢: Acido succinico 0.08 M

RI d: Inmunoglobulinas purificadas de raton, en tampén Tris-CINa, azida sodica

al <0.1 % Y Proclin** 300 al 0.06%.

RI e: Conjugado: anticuerpos monoclonales de raton anti-troponina cardiaca |
conjugados con fosfatasa alcalina en tampon Tris-CINa, con BSA azida sodica

al <0.1%.
Muestras utilizadas

En el presente trabajo se han empleado muestras de suero y de liquido

pericardico obtenidas segun el procedimiento descrito.
Procedimiento:
*Material suministrado
Estuches de reactivos Access Troponin |
* Material necesario pero no suministrado
1. Calibradores Access Troponin /.
Suministrados a cero y aproximadamente a 0.1, 0.5, 2, 10 y 50
ng/mL ([TL/L)

N° de catalogo 33325
2. Sustrato Access

N° de catalogo 81906
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3. Tampodn de lavado Access

4.Materiales para control de calidad: Access Troponin/(n°® de catalogo 33329) u otro
suero de control comercial.

Comentarios sobre el procedimiento
N° de catalogo 81907

1. Se mezclan los contenidos invirtiendo suavemente el estuche varias veces antes de
cargarlas en el aparato. No invertir los estuches abiertos (perforados) - mezclar los
reactivos girando suavemente el envase.

2. Se utilizan 50 (L/L) de muestra en cada determinacion. Consultar en la seccion sobre
envases de la guia del operador el volumen minimo de muestras requerido.

3. Los resultados de las muestras se comunican en ng/mL. No obstante, el sistema puede
comunicar los resultados en unidades del SI (uL/L).

Consultar en el apartado de Configuracion del sistema del Manual de Referencia las
instrucciones detalladas. Para convertir las concentraciones ng/mL en unidades del SI
(uL/L)multiplicar ng/mL por 1.

4. El ensayo se efecttia a 37°C y el primer resultado se obtiene en 15 minutos.
Procedimiento
1. Se accede a la pantalla de solicitud de test desde el Ment principal.

2 .Se asigna una posicion en la bandeja a cada muestra, introducir la informacion de la
muestra y especificar las pruebas que se van a realizar.

3. Se coloca el tubo con la muestra del paciente en la bandeja de muestras o transferir la
muestra a un tubo de muestra y colocado en la posicion designada en la bandeja de
muestras.

4. Pulsar la tecla de ejecucion para iniciar el proceso.

5. El sistema pedir4 al usuario que realice las calibraciones necesarias.
6. El sistema calculara los resultados de la prueba.

Detalles de calibracion

Se precisa una curva de calibracion activa para todos los ensayos. Para el ensayo de
Troponina I, es necesario realizar una calibracion cada 28 dias a fin de mantener una
curva de calibracion activa.
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Resultados

El software del sistema determina automaticamente los resultados de la prueba del
paciente mediante un modelo matematico basado en una curva "smothing spline". La
cantidad de analito presente en la muestra es determinada a partir de la produccion de
luz medida mediante una curva de calibracion almacenada. Los resultados de las
muestras de los pacientes se pueden revisar utilizando la pantalla Resultados de
Muestras.

Limitaciones del procedimiento

1. Las muestras se pueden medir con exactitud dentro del rango comunicable del limite
inferior de deteccion y el valor mas elevado del calibrador (aproximadamente 0.03-50
pg/mL). Si una muestra contiene mas troponina I que el valor declarado del calibrador
S5, se diluye un volumen de muestra con un volumen igual de Diluyente de Muestras
Access Troponin 1, disponible en un estuche separado (N° de catdlogo 33326). Una vez
analizada la muestra diluida, se multiplica el valor calculado por el factor de dilucion 2.

2. Pueden existir anticuerpos humanos antiraton (HAMA) en muestras de pacientes que
hayan recibido inmunoterapia. Este ensayo se ha formulado especificamente para
minimizar los efectos de esos anticuerpos sobre el ensayo. Sin embargo, es necesario
evaluar cuidadosamente los resultados de los pacientes que se sabe que han recibido esa
terapia o que contienen otros anticuerpos heteréfilos.

3. El ensayo Access Troponin 1 no tiene efecto prozona discernible hasta 600
ng/mL(uL/L)

Valores esperados

Los niveles de troponina I se midieron en 906 muestras de suero humano procedentes
de sujetos aparentemente sanos.

Los datos fueron los siguientes:

n Valores Observados (ng/mL, uL/L )

906 <0.08

1. Se midieron las concentraciones de troponina I en 906 muestras de plasma (EDTA)
de un banco de sangre. Segln estos datos. Se determiné que el valor de la mediana de
troponina I era 0.0 ng/mL y el limite superior del intervalo no paramétrico del 95% era

inferior a la concentracion media minima detectable del ensayo (<0.03 ng/mL).
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2. En la préactica clinica el valor de corte por encima del cual una muestra se considera
positiva es de 0.1 ng/mL. Sin embargo, en los pacientes en las primeras fases de un

infarto agudo de miocardio el valor puede oscilar entre 0.07 y 0.1 ng/mL.

3. Después de un infarto de miocardio, las concentraciones de troponina cardiaca I
aumentan rapidamente y llegan a un méximo (10 horas), después vuelven a los valores
normales a los 5-6 dias. La Organizaciéon Mundial de la Salud (OMS) requiere que se
cumplan dos de los siguientes criterios para confirmar un infarto agudo de miocardio:
cambios evolutivos en el electrocardiograma, elevacion de las enzimas cardiacas e

historia de dolor toracico caracteristico.

4. Al igual que con todas las pruebas diagnosticadas, cada laboratorio debe establecer
sus propios rangos de referencia para garantizar una representacion adecuada de las
poblaciones especificas y tipos de muestras y reflejar la practica y criterios actuales para
el diagnostico de infarto agudo de miocardio en su institucion. Cada laboratorio debe

evaluar si las muestras en suero y plasma (EDTA) se pueden utilizar indistintamente.

5. Interpretar los resultados de troponina I a la luz del cuadro clinico total del paciente,
incluyendo la historia clinica, los resultados de troponina I de muestras en serie, datos

de pruebas adicionales y cualquier otra informacion apropiada.

6. Toda afeccidon que produzca lesiones en las células del miocardio puede elevar los
niveles de troponina I cardiaca por encima del rango esperado. Los estudios clinicos han
documentado que esas afecciones incluyen angina inestable, insuficiencia cardiaca

congestiva, miocarditis y cirugia cardiaca o pruebas invasivas.
Sensibilidad Analitica

El nivel mas bajo detectable de tropoponina cardiaca I distinguible de cero (Calibrador
Access Troponin I SO) con un limite de confianza del 95% es 0.03 ng/mL. Se calcula a

partir de 50 (n=10) y S1 (n=10) con la siguiente férmula:

2 x DS de SO en ULRs

[ULRs de SI - ULRs de SO x [S1 ng/ml]

DS = Desviacion estandar
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Especificidad Analitica

La adicion de 100 ng/mL de troponina esquelética I a una muestra negativa no mostro

ninguna reaccion detectable sobre el limite de deteccion del ensayo (0.03 ng/mL).
Calibradores de troponina
N° de catdlogo 33325

El juego de calibradores Access Troponin I (matriz de suero humano tamponado) se
utiliza para calibrar el ensayo Access Troponin I para la deteccion cuantitativa de
niveles de troponina cardiaca I en suero humano y en plasma (EDTA) utilizando el

Sistema de Inmunoensayo Access.
Resumen y explicacion

Se ensayan calibradores con cantidades conocidas de analito y las respuestas medidas se
utilizan para establecer una curva de calibracion. La curva de calibracion se introduce
en el aparato y se utiliza para convertir las mediciones de RLU (unidades ligeras

relativas) de cantidades desconocidas a concentraciones cuantitativas de analizados.
Informacion del producto
* Calibradores Access Troponin I: 1 mL/vial. Liofilizados.

SO: Matriz de suero humano tamponado con kathon*** al 0.1%. Contiene 0.0 ng/mL

(JL/L) de troponina cardiaca I.

S1, S2, S3, S4, S5 : Troponina cardiaca I humana a niveles de aproximadamente 0.1,
0.5, 2, 10 y 50 ng/mL ((ng/L), respectivamente, en matriz de suero humano tamponado
con Kathon al 0.1%. Para informacion adicional sobre las concentraciones exactas,

consultar tarjeta de calibracion y las etiquetas de los viales.
* Tarjeta de calibracion: 1
Detalles de calibracion

Los calibradores Access Troponin I se suministran a los siguientes niveles

aproximadamente: 0, 0.1, 0.5, 2, 10 y 50 ng/mL, preparados diluyendo troponina
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cardiaca I humana en matriz de suero humano tamponado. La calibracion del

ensayo se validad durante 28 dias.
Control de Calidad de Troponina I
N° de cat. 33329

El control Access Troponin I QC utiliza para controlar el funcionamiento del ensayo

Access Troponin I.
Resumen y explicacion

Los materiales de control de calidad basados en suero simulan las caracteristicas del
suero de pacientes y son esenciales para controlar la exactitud y precision de los ensayos
inmunoquimicos. Ademads, son parte integral de una buena practica de laboratorio.
Cuando se realicen ensayos con reactivos Access Troponin I, incluido suero de control
para validar la integridad de los ensayos. Los valores ensayados deben estar dentro del

rango aceptable si el sistema de ensayo funciona adecuadamente.
Informacion del producto
* Access Troponin I QC 2.5 mL/vial. Seis viales liofilizados, 3 niveles.

2 x OC1 : troponina I cardiaca a un nivel de aproximadamente 0.25 ng/mL(ug/L), en
matriz de suero humano tamponada conteniendo Kathon al 0.1 %. Para la concentracién

exacta, consultar la tarjeta de control de calidad.

2x OC2: Troponina I cardiaca a un nivel de aproximadamente 5 ng/mL(pg/L), en
matriz de suero humano tamponado conteniendo Kathon al 0.1%. Para la concentracion

exacta, consultar la tarjeta de control de calidad.

2 x OC3 : Troponina I cardiaca a un nivel de aproximadamente 25 ng/mL(ug/L), en
matriz de suero humano tamponada conteniendo Kathon al 0.1%. Para la concentracion

exacta, consultar tarjeta de control de calidad.

* Tarjeta de control de calidad:
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Valores esperados

Se ensayan muestras representativas de todo el lote. El nimero de muestras se
selecciona para proporcionar un estimado fiable del valor medio. Las variaciones en la
técnica, los equipos, reactivos, etc., pueden producir valores medios distintos de los
citados; por consiguiente, cada laboratorio debe establecer sus propios valores medios y
desviacion estandar (DS) una vez hayan recogido datos suficientes. Consultar en la

tarjeta de valores de QC los valores medios y desviacion estandar declarados.
Diluyente de troponina
N° de catalogo 33326

El diluyente Access Troponin | diluent (matriz de suero humano) se utiliza con el
ensayo Access Troponin I para diluir las muestras de los pacientes que contengan

concentraciones de troponina cardiaca I superiores al Calibrador S5 de troponina I.
Resumen y explicacion

Como consecuencia de las lesiones en el miocardio, la liberacion de troponina cardiaca I

puede superar el nivel del Calibrador S5 de Troponina I.

Para obtener un valor cuantitativo hemos diluido la muestra a fin de determinar la

concentracion de troponina I.
Informacion del producto
* Access Troponin I Diluent. 4 mL/vial. Liquido.

Matriz de suero humano tamponada con Kathon al 0.1%. Contiene 0.0% ng/mL(ng/L),

de troponina cardiaca I.

Procedimiento

Las muestras se pueden medir con exactitud dentro del rango comunicable del limite
inferior de deteccion y el valor mas elevado del calibrador (aproximadamente 0.03-50
ng/mL (ng/L). Si una muestra contiene mas troponina I que el valor declarado del
calibrador S5, se diluye un volumen de muestra con un volumen igual de Diluyente
Muestras Access Troponin .

Una vez analizado la muestra diluida, se multiplica el valor calculado por el factor de
dilucion dos (2).
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Access es una marca registrada de Beckman Instruments, Inc.
*Lumi-Phos 530 es una marca de Lumigen, Inc.
**Prodin 300 es una marca registrada de Rohm y Hass Company, o sus subsidiarias o afiliadas.

***Kathon es una marca registrada de Rohm y Hoas Company, o sus subsidiarias o afiliadas.

5.3.1. LIPOPEROXIDACION EN TEJIDO CARDIACO

Principio de la técnica

El malonildialdehido (MDA), formado durante la descomposicion de los productos de
la Tipoperoxidacion, es utilizado como un indicador de estrés oxidativo en células y
tejidos. Este producto reacciona con el acido tiobarbitirico (TBA) dando una coloracion
rosada, de manera que su concentracion puede ser determinada mediante un método

colorimétrico (Ohkawa et al., 1979).
Proceso bioquimico

En el proceso del andlisis bioquimico llevamos a cabo dos fases: la primera de
extraccion de lipidos del tejido miocéardico y la segunda dedeterminacion de la
peroxidacion en los lipidos extraidos (Radin, 1969; Ohkawa et al., 1979; Esterbauer,
1990).

Reactivos

- Cloroformo-metanol en solucion 2:1, v/v.

- 2,6-di-tert-butyl-p-cresol (50 pg/mL).

- Acido tricloroacético en solucion acuosa al 20% (p/v).
- Acido tiobarbiturico en solucidn acuosa al 0.67% (p/v).
- Metanol puro.

- NaCl en solucion salina al 0.9%.

- Andlogo de MDA (Malonildialdehido): 1,1 ,3,3-tetrametoxipropeno, bis
(dimetilacetal) malonilaldehido 99%.

- HCI (acido clorhidrico) 0.1 N.
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1%.- Extraccion de grasas

Esta fase consiste en la extraccion lipidica mediante la utilizacion de una mezcla de

cloroformo y metanol como disolvente (Radin, 1969).

Cada muestra de tejido miocardico de 0.250 gramos de peso fue lavada con agua
bidestilada y secada en papel absorbente antes de su homogeneizacién en un potter,
Vidra Foc 777/2, sobre un bafio de hielo picado, durante 5 minutos en una solucién de
cloroformo-metanol (2:1), v/v) y butil-cresol utilizado como antioxidante, para
asegurarnos de que no se produce oxidacion lipidica durante el ensayo. Tras una
perfecta homogeneizacién pasamos el contenido del potter a un tubo de centrifuga,

procediendo a la centrifugacion de la muestra a 3000 r.p.m. a 4°C, durante 15 minutos.

La fase organica fue extraida con una pipeta de 1 mL, quedando en el tubo un
precipitado de sustancias no lipidicas desechables, sometiéndose a continuaciéon a dos
lavados: el primero de ellos con 5 mL de agua bidestilada, agitando y retirando la fase
superior acuosa y el segundo, con agua bidestilada y metanol (1:1 v/v) dejando reposar
24 horas en el frigorifico. La fase superior resultante contiene la mayor parte de
contaminantes no lipidicos como glucosa, sales, urea, sucrosa y otras moléculas
pequenas. La fase lipidica fue evaporada en una corriente de nitrogeno, pesada y

redisuelta en metanol (1:1 v/p).
2%.- Determinacion de la peroxidacion lipidica.
Esta fase consiste en la aplicacion del test del 4cido tiobarbittrico (TBA).

Se afiadieron 2.5 volimenes de una solucion fria de acido tricloroacético al 20% (p/v)
para precipitar las proteinas y un volumen de acido tiobarbiturico al 0.67% (p/v). Esta
solucion se calentd al bafio maria (90-100°C) durante 10-15 minutos. Tras dejar enfriar
los tubos de ensayo, el cromdgeno de color rosiceo obtenido fue medido en el
espectrofotometro a una longitud de onda de 532 nm. Para ello se utilizaron
macrocubetas de plastico desechables, introduciendo para su lectura 2 mL por cada
ensayo. Cada medicion fue realizada siempre frente a una muestra blanco o control

consistente en metanol, acido tricloracético y acido tiobarbitarico (1:2.5:1 v/v/v).
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Los niveles de MDA fueron estimados utilizando wuna curva patron de
1,1,3,3tetrametoxipropeno, bis (dimetilacetal) malonilaldehido 99%. Los niveles de

MDA fueron expresados como nmol/g de tejido procesado.

5.3. Métodos histologicos

5.3.1. Seleccion de tejido para la realizacion de micromatrices.

Una vez revisados y clasificados todos los casos incluidos en el estudio se selecciond
una zona representativa sobre la preparacion histoldgica de cada area y caso estudiado.
Alrededor de la cual se trazo un circulo con rotulador indeleble, haciéndolo coincidir
esta area con la obtenida con aguja en el proceso de creacion de micromatrices de

tejidos.
5.3.2. Elaboracion de micromatrices de tejido.

Los casos seleccionados fueron incluidos de forma correlativa en las matrices de tejido
(TMA); para su construccion se siguid el procedimiento estandar aplicado en el
protocolo del Banco de Tejidos y Tumores de Andalucia (RBTA) a partir de la
seleccion previa del area a estudiar en la seccion tefiida con hematoxilina-eosina (H&E)

y posterior localizacion en el bloque de parafina.

Los casos seleccionados fueron recogidos en una tabla Excel dispuestos de forma

correlativa.

Como guia de ubicacion de cada muestra en las micromatrices se realizo una plantilla
con una sucesion de discos en la que cada disco representaba una muestra. Se conservo
el mismo orden cronoldgico que en la tabla Excel. Estas plantilla tiene 2 ejes uno
horizontal (eje X) con los numeros del 1 al 5 y otro vertical (eje Y) con las letras dela
A ala H de tal forma que cada muestra incluida en la plantilla corresponda a unas

coordenadas alfanuméricas que permitieran su identificacion.

Con la finalidad de facilitar la orientacién espacial en cada una de las micromatrices, se
introdujo un control (tejido linfoepitelial procedente de amigdala) el cual se situ6 en una

posicion fija en el extremo superior del bloque receptor de parafina.
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A continuacion se detalla el procedimiento de construcciéon de micromatrices utilizado

el microarrayer Tissue Arrayer 2 (Beecher Instruments®, Silver Spring, MD, USA):

A partir de la plantilla de coordenadas antes mencionada se establecié un orden de
muestra a importar por un proceso manual, al bloque receptor (bloque de parafina en
blanco), Histosec pastillas®, MERCK el cual fue previamente devastado para obtener

una superficie lo mas lisa posible.

Se selecciond el grosor de la aguja (4 mm) tanto para el bloque donante como para el
receptor. Este es el grosor maximo en el microarrayer, y se seleccion6 con la finalidad

de disponer la mayor cantidad de tejido representativo.

El microarrayer empleado consta de 2 agujas, cada una de ellas estd identificadas por un
color para su ubicacion y empleo correcto, siendo la aguja roja la utilizada para hacer el
agujero receptor, situdndose en el lado izquierdo y la aguja azul, situada en el lado

derecho, la empleada para obtener e introducir el cilindro de tejido.

Se inicia el proceso ajustando los micrometros del microarrayer a cero, con la finalidad

de alinear las columnas y filas de la matriz.

Se selecciona la profundidad maxima del cilindro receptor (lo més profundo posible sin
llegar a contactar con el material plastico del casete, a fin de evitar la rotura de la aguja

al realizar la perforacion).

Con la aguja roja se realiza la perforacion en el bloque receptor extrayendo el cilindro
blanco (se empuja el cilindro con el embolo de la aguja y se sefiala sobre la aguja azul la
longitud de éste para evitar que el cilindro de tejido a incluir con la aguja azul sobrepase

la longitud del hueco del cilindro receptor).

Posteriormente se coloca la plataforma debajo de las agujas y se retira del bloque

donador el cilindro a incluir, con la aguja azul.

Seguidamente se retira la plataforma y se introduce, el cilindro de tejido tomado en el
hueco realizado en el bloque receptor en “blanco”, sin introducir el cilindro totalmente,

enrasandose posteriormente con un porta todos los cilindros en el bloque receptor.
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Esquema 1.: Confeccion de las matrices de tejido (Tissue array -TMA)

Bloque Bloque

Donante 8 W Receptor ‘ ;._

it
B
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Con la ayuda de los ejes se realizan los desplazamientos para continuar con los

siguientes implantes.

Estos pasos representados en el se repitieron tantas veces como discos existentes hay en

la plantilla, hasta su finalizacion.

Una vez desarrollado el bloque se introdujo 30 minutos en una estufa a 37°C para

conseguir una correcta homogeneizacion.

Se crearon un total de 13 bloques para las muestras procedentes de Murcia y 15 bloques
para las procedentes de Granada. Posteriormente se realizaron cortes a 3 micras para la
secciones tefiidas con H&E, asi como para cada una de las técncias

inmunohistoquimicas.

5.3.3. PROCEDIMIENTO DE INMUNOHISTOQUIMICA PARA MUESTRAS INCLUIDAS EN

PARAFINA

-5.3.3.1. FABRICACION DE LAS MICROMATRICES TISULARES

Los diferentes bloques de parafina con las muestras de tejido muscular cardiaco de las
diferentes localizaciones del corazén procedentes de material de autopsias constituyeron

los bloques TMA donantes.
- Montar sobre micrétomo de rotacion el bloque de parafina (TMA) enfriado a 4°C.
- Obtener secciones de tejido en parafina de 3um de espesor.

- Recoger en bafio de flotacién sobre portaobjetos tratados con silene especiales para

inmunohistoquimica.
- Secar en estufa a 37°C durante 16 horas y posteriormente,

- Introducirlas en estufa a 60°C hasta el momento de comenzar la técnica (1-3 horas a

60°C).

Montar sobre rack especificos.
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5.3.3.2. PROTOCOLO DE PRETRATAMIENTO EN MODULO PT PARA MUESTRAS
PARAFINADAS

Este procedimiento incluye la desparafinacion, hidratacion y desenmascaramiento

antigénico por calor en un unico paso de las secciones de tejido parafinadas.

Rellenar el tanque 1500 mL de soluciéon de desparafinacion/desenmascaramiento

antigénico: tampoén EDTA pH 8.0 1x (Master Diagndstica, Granada, Espafia).

Programar en el dial del Mddulo PT la temperatura y tiempo de contacto, siempre

evitando la ebullicion.
- Precalentar el tampon EDTA a 65°C.

- Introducir las preparaciones en el tanque del Modulo PT en los rack especificos

colocando hacia abajo los portaobjetos.

- Comenzar el ciclo del Modulo PT: 20 minutos a 95°C.

- Extraer las preparaciones del tampon cuando este se ha enfriado hasta 65°C.
- Impedir que se sequen cubriendo las preparaciones con tampon de lavado.

- Continuar con la técnica de inmunotincion en inmunotefiidor automatico

(Autostainer480A) (Termo Fisher):

- Programar el inmunoteiiidor: seleccionando niimero de portas, protocolo a seguir y

anticuerpos a realizar sobre la plantilla que ofrece el programa de ordenador.

5.3.3.3. PROCEDIMIENTO INMUNOHISTOQUIMICO BASADO EN MICROPOLIMEROS
CONJUGADOS CON PEROXIDASA

Una vez colocados los portaobjetos de manera horizontal en el orden adecuado,
seleccionados los anticuerpos prediluidos, los componentes de kit de visualizacion y

revelado listos para uso se procede al inicio de la técnica automatizada.

A) REACTIVOS:

- Tampodn de lavado: Tampon TBS con Tween 20.
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- Agua destilada.

- Bloqueante de la peroxidasa enddgena “listo para uso” (Master Diagnostica, Granada

Espaia).
- Anticuerpos prediluidos “listos para uso”.
- Anticuerpo secundario amplificador.

- Micropolimero conjugado con peroxidasa que detecta tanto anticuerpos primarios

obtenidos en ratébn como en conejo.
- Diaminobenzidina (DAB) “lista para uso”.
- Potenciador de la DAB.
Todos los reactivos fueron adquiridos a Master Diagndstica.
B) PASOS:
Todo el proceso se desarrolla a temperatura ambiente.
- Lavado con TBS Tween 20
- Bloqueo de peroxidasa enddgena con perdxido de hidrégeno, durante10 minutos.

- Lavado con tampon TBS Tween 20, durante 1 minuto.

- Eliminacién del reactivo por soplado automatico sobre el portaobjetos.

- Incubacion del Anticuerpo Primario, durante 10 minutos (en la tabla 8 se especifican

los anticuerpos prediluidos utilizados asi como su clon).

- Lavado con TBS Tween 20, durante 1 minuto.
- Eliminacion del reactivo por soplado automatico sobre el portaobjetos.
- Incubacion con el Anticuerpo secundario amplificador, durante 10 minutos.

- Lavado con TBS Tween 20.
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- Incubacion con micropolimero (anti-mouse+anti-rabbit) conjugado con Peroxidasa,

durante 10 minutos.

- Lavado con TBS Tween 20.

- Eliminacién del reactivo por soplado automatico sobre el portaobjetos.

- Revelado de las muestras con solucion DABIista para uso,durante 5 minutos.
- Un lavado con agua destilada de 1 minuto.

- Intensificacion de la DAB durante 2 minutos con potenciador listo para uso.
- Lavado con agua destilada.

Se extraen los portaobjetos y colocados en un rack se sumergen para su contraste en:
- Hematoxilina progresiva de Mayer, durante 1 minutos.

- eliminar el exceso de colorante mediante lavado en agua destilada.

- Lavar con agua del grifo, durante 5 minutos para azulear la hematoxilina.

- Deshidratacién con alcoholes de graduacion creciente (30°, 70°, 80°, 2 banos de

alcohol absoluto y aclarado con 3 bafios de xileno) de 3 minutos cada uno.
- Montaje de las preparaciones de forma rutinaria con Eukitt”.

Para el estudio inmunohistoquimico se utilizaron los siguiente anticuerpos (ver relacion

de anticuerpos en tabla 8).
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Tabla 8. Relacion de anticuerpos monoclonales empleados en el trabajo de tesis.

Anticuerpo Origen Concentracion  Casa comercial
Troponina I Troponin | Monoclonal Prediluido LSC Santa Cruz
I-C (C5) de ratéon Botechnology, INC.
Troponina T | Troponin | Monoclonal Prediluido LSC Santa Cruz
T-C (1F2) de ratéon Biotechnology, INC.
Nogo-A 6A52 Monoclonal Prediluido Master Diagnostica
de raton
PARP1 A 6.4.12 | Monoclonal Prediluido Master Diagnéstica
de raton
Vimentina V9 Monoclonal Prediluido Master Diagnéstica
de raton

C) VALORACION DE LA EXPRESION INMUNOHISTOQUIMICA

La expresion de la tinciéon inmunohistoquimica de todos los anticuerpos utilizados se
determin6 de 2 formas (en la valoracion de la expresion inmunohistoquimica se
consideré necesario la presencia minima de 100 células para ser incluida en el

estudio).

- Semicuantitativa - Se considero la totalidad del disco en estudio. Se realizo el

estudio de todos los casos mediante examen microscopico (Olympus BH2) por 2
investigadores a doble ciego, contrastindose y reevaluandose los resultados con
una discrepancia. Los criterios evaluados fueron “Intensidad” empleando una
escala de 0 a 3 (ausente, leve, moderada o intensa de expresion del marcador en los
miocardiocitos) y “Extension” con valores 0: para inmunotincion inferior al 10%
de las células; +1: para valores de inmunotincion entre10-25% de las células; +2:
tincion entre 26-50% de las células; +3: tincidon por encima del 50% de las células.

- Cuantitativamediante, andalisis de imagen. Se seleccion6 un area representativa

que correspondiera a la media de la muestra dentro del disco a estudio y se realiz6
fotografia una a una a cada disco a magnificaciéon 10x (con microscopio Olympus
BX 41) y su andlisis posterior mediante el software Image]J v1.48 (Image

Processing and Analysis in Java, National Institutes of Health) los pardmetros

124



MATERIAL Y METODOS

tomados para su correlacion con el método semicuantitativo fueron “Intensidad
de la inmunotincion” y “porcentaje de inmunotincién”. Se establecidé un valor de
tincion de fondo inespecifico a partir de las muestras negativas estableciéndose un
punto de corte (Cut-off) que fueron para troponina I y T en las muestras
procedentes de “Murcia” negativo para valores <0.0057 y positivo >0.006 para
“Intensidad” y para “% de Area” negativo para valores inferiores o iguales a 5.8%
y positivos para valores >6%.Para la muestras procedentes de “Granada” fue
negativo para valores <0.007 y positivas para valores iguales 0.008 para
“Intensidad” y para “% de Area” negativo para valores <6.9% y positivo para
valores >7.2%.

En relacion a Nogo-A, tanto para las muestras de Murcia como Granada, fue
negativo para valores de “Intensidad” <0.006 y positivo para valores >0.007 y para

“% de Area” negativo para valores <5.8 y positivo para valores >6.

5.4. ANALISIS Y TRATAMIENTO ESTADISTICO

Los datos recogidos fueron introducidos en el programa informatico SPSS, version

20.0 (SPSS Institute Inc., Cary NC, USA). Los datos fueron depurados y transformados.

En el andlisis exploratorio o andlisis preliminar de datos en el que detectaron posibles
datos extremos u Outliers (que pueden de algiin modo distorsionar los resultados). Se
analizd la existencia de casos missing. Se procedid a la comprobacién de determinados
supuestos requeridos en la aplicacion de gran parte de las técnicas que se emplearon en

el analisis estadistico como son el supuesto de normalidad y el de homocedasticidad.

Se han considerado 2 formas de obtener informacion sobre la normalidad de
distribucion: graficamente y mediante pruebas de normalidad. A su vez dentro de la
opcion grafica se ha utilizado el diagrama de Caja con bigotes por ser estos los que
mejor dan informacion sobre las poblaciones estudiadas. También histograma con
curvas ROC. La segunda forma de comprobar la normalidad de una distribucion se ha
efectuado a través de un contraste de hipotesis. La hipdtesis nula que se pone a prueba
es que los datos proceden de una poblacion con una distribucion normal. El nivel de

significado considerado para todos los analisis o = 0.05.
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Sin embargo, estos test se deben interpretar con cautela, pues si el nimero de casos de la
muestra es muy grande bastara con una pequeiia desviacion de la normalidad para que el
test arroje resultado significativo y se rechace la hipotesis de normalidad. Son unos test
que se dejan influir mucho por el tamafio de la muestra, por este motivo es conveniente
utilizar una combinacion de enfoques para juzgar la adaptacion de una variante a la
normalidad. Una regla facil de aplicar es la recomendacion de Martinez-Gonzalez y cols
. “Se puede aceptar que una variable sigue una distribucion normal si cumple los

siguientes 3 requisitos”:

1°- Practicamente el 100% de los valores deben de estar entre la media y 3 desviaciones

estandar por encima y por debajo.

2°- La distribucion debe de ser simétrica. La asimetria en valor absoluto deberia de ser

menor de 2 veces su error estandar.

3°- La distribucion debe ser mesocurtica. La curtosis en valor absoluto debera de ser

menor que 2 veces su error estandar”.

Por ultimo, en la fase de analisis d e datos propiamente dicha se aplicaron todas las
técnicas estadisticas destinadas a dar respuesta a los propios objetivos de la
investigacion o a contrastar hipdtesis que se plantearon. El tratamiento estadistico se ha

efectuado con el programa SPSSP 20 para Windows.

Para el analisis bivariante o cuando se realiz6 un contraste de hipotesis paramétrico
dado que es requisito indispensable tener algiin conocimiento sobre como son las
poblaciones objeto de la inferencia, habitualmente las caracteristicas de los datos (nivel
de medida, independencia...) o la forma en como se distribuyen en las poblaciones
(normalidad....) se comprobd previamente la igualdad de varianza o la normalidad de la

distribucidn de la variable en cuestion.

En definitiva el andlisis estadistico realizado consta de una parte descriptiva y otra

inferencial.

A) Se ha utilizado una estadistica descriptiva : se calcularon las frecuencias y los
porcentajes para variables cualitativas y las medias, desviaciones estandar o tipica,
valores maximos y minimos para las mediciones cuantitativas. Cuando las variables

analizadas tenian desviaciones elevadas, se incluyo el célculo de otras medidas de
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tendencia central, como la mediana o modas y estimadores robustos. La realizacion de

estos analisis se hizo de toda la muestra y también diferenciando por grupo de estudio.
Se realizo el célculo de confianza del 95% tanto para medias como proporciones.

B) Se utilizaron pruebas estadistica inferenciales : para las comparaciones entre
variables se utilizo el andlisis bivariante. Se compararon las puntuaciones de cada
variable dependiente con las variables independientes mediante métodos estadisticos
paramétricos, y no paramétricos cuando no se cumplian los criterios de aplicacion de
dicho anélisis. Todos los resultados se consideraron significativos estadisticamente a p<

0.05.

B1) En el caso de que las variables siguieran una distribucién normal se describié una o

varias de las técnicas siguientes:

- Si las variables que se querian relacionar eran ambas de tipo numérico, se
calcularon los coeficientes de correlacion de Pearson y/o regresion lineal entre
variables cuantitativas, para conocer el grado de asociacion lineal entre ellas tras la
comprobacion de los supuestos de normalidad. En el caso de que no se cumpliera
dicho supuesto se utilizé el coeficiente de Spearman que es mas robusto y no se ve
afectado por la existencia de valores alejados.

- Si una variable era de tipo cuantitativo y la otra de categorica, para la
comprobacion de las medias con una variable dicotomica se utilizo la prueba
estadistica t de Student. En el caso de que la variable cualitativa tenia més de 2
categorias se utilizo el andlisis de la varianza de una via (ANOVA). Previamente
se comprobd el supuesto de normalidad de la forma que se ha mencionado
anteriormente.

B2) En el caso de que la variable no siguiera una distribucion normal

- Si las variables a relacionar eran ambas numéricas, el test que se aplico fue la
correlacion de Spearman.

- Si una variable era cuantitativa y otra cualitativa el test a aplicar fue el test U de
Mann-Whitney cuando la variable cualitativa tenia 2 niveles, y el test de Kruskall-
Wallis si la medicion cualitativa estaba tomado entre 3 niveles o mas.

- Si ambas variables eran de tipo categérico, no se comprobd la normalidad, y se

realiz6 una tabulacion cruzada (tablas contingencia) empleando el estadistico chi-
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cuadrado de Pearson para contrastar hipotesis independientes (en tabla r x s) o el
test de Fisher (en tablas 2x2). Se realizd un andlisis de residuos tipificados y
corregidos con la finalidad de interpretar el significado de la asociacion detectada.
Los residuos son la diferencia entre la frecuencia observadas y esperadas de cada
casilla. Los residuos tipificados y corregidos se interpretaron como una variable
estandarizada con distribucion normal, esto quiere decir que un residuo con un
valor superior a = 1.96 indicaba que habia una correlacion entre ambas categorias
(de las 2 variables nominales) a un nivel de confianza del 95% y un valor superior
a + 2.58 indicaba que habia una relacion entre las 2 categorias (de las 2 variables
nominales) a un nivel de confianza del 99%. Cuanto mayor es el nivel de residuo
mayor es la relacion. E signo + indica la direccion negativo o positiva de la
relacion. Basicamente, el analisis de los resultados utiliza la idea de la chi-
cuadrado para estudiar de una forma mas pormenorizada la tabla de contingencia:
en lugar de ver si las 2 variables estan correlacionadas estudiamos la relacion entre
cada pareja de categorias. Como se suele trabajar con un nivel de confianza del
95% basta con fijarse en los residuos mayores o menores de 1.96. Lo que viene a
decir el residuo es la proporcion de la “fila” encontrada (en la casilla donde esta el
residuo) es significativamente mayor (o menor) de lo que pronostica la hipotesis
nula de independencia (ausencia de relacion entre las variables).

Siguiendo esta metodologia se realizd un analisis descriptivo con componentes

analiticos y andlisis bivariante para estudio del comportamiento de diferentes

parametros a estudio en los fluidos analizados (liquido pericardico y suero).

De forma complementaria se realiza analisis del comportamiento de la variable “grupo
diagnostico en relacion a la causa de muerte” a partir de la variable marcadores
especificos de sufrimiento cerebral (comparacion de las medias entre los cuatro
grupos) necesario para discriminar que pardmetro es mas representativo de la lesion.
Para ello se incluye asi mismo el anlisis del comportamiento de la variable “grupo
diagnostico en relacion a la causa de muerte” a partir de la variable “grado de
afectacion o intensidad de las lesiones macroscopicas” (comparacion entre medias

entre los cuatro grupos.
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Para el andlisis bivariante y para el contraste de hip6tesis se analizo previamente la
homogeneidad de varianzas (homocedasticidad), y la normalidad de la distribucion de

las variables en cuestion.
Para ello se comprobd que:
1) La variable dependiente fuese cuantitativa (numérica).
2) La variable independiente, variable de agrupacion fuese cualitativa (categorica).

3) Normalidad en la distribucion de las variables: aunque suele decirse que el requisito
es que los datos de la variable dependiente siga una distribucion normal o de Gauss, lo
realmente importante es que la distribucion de los resultados se aproximen a una
normal. (Los residuales son la diferencia entre cada valor individual y la media de su
grupo, es decir, cada uno de los elementos que se elevan al cuadrado para construir la

suma de cuadrados residual)

4) Correlacion bivarianda de Spearman: En este analisis se han utilizado variables
cuantitativas y cualitativas seleccionadas para este estudio con el objetivo de ver las

correlaciones existentes entre las distintas variables.

5) En quinto lugar se ha realizado un modelo paso a paso de regresion para establecer

el porcentaje de la variable dependiente explicado por el resto de las variables.

6) Analisis discriminante: Se basa en la aplicacion de diferentes variables principales
seleccionadas. El objetivo de este analisis ha sido establecer la capacidad de
seleccionar una variable definida en varias categorias en relacion con la funcion

discriminante obtenida en la aplicacién del modelo de andlisis paso a paso.

Antes de exponer los resultados obtenidos, presentamos una tabla resumen con los
parametros utilizados para el analisis estadistico. La denominacion y codigos de cada
una de las variables estudiadas, asi como las unidades de los marcadores bioquimicos

analizados (Tabla 9):
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Tabla 9.Denominacion, codigos y unidades de cada una de las variables estudiadas.

Codigo Descripcion Unidades
Data Intervalo post mortem Horas
Edad Afos
Sexo 1. Hombre
2. Mujer
GRUPO 1 DE Causa de Muerte
CAUSA DIAG. 1. Asfixias por ahorcadura
2. Infarto de Miocardio
3. Asfixia por sumersion
4. Traumatismos
5. Otras Muertes naturales
GRUPO 2 DE Etiologia de la muerte
CAUSA DIAG. 1. Natural
2. Suicida
3. Accidental
GRUPO 3 DE 1.Asfixia
CAUSA DIAG. 2. Infarto de miocardio
3. Traumatismo
4. Natural
Infarto Infarto de miocardio
1. No
2. Si
Ahorcado Asfixia ahorcamiento
1. No
2. Si
Sumersion Asfixia ahogamiento
1. No
2. Si
Otras causas Muerte natural
1. No
2. Si
Infartraum Infarto de miocardio y/o traumatismo toracico
1. No infarto, no trauma
2. Siinfato y/o trauma
LST Lipoperoxidacion en tercio superior del tabique nmol/g
interventricular
LSVD Lipoperoxidacion en zona superior del ventriculo nmol/g
derecho
LSVIL Lipoperoxidacion en zona superolateral del nmol/g
ventriculo izquierdo
LSVIA Lipoperoxidacion en zona superoanterior del nmol/g
ventriculo izquierdo
LSVIP Lipoperoxidacion en zona superoposterior del nmol/g
ventriculo izquierdo
LIVIP Lipoperoxidacion en zona inferoposterior del nmol/g
ventriculo izquierdo
LIT Lipoperoxidacion en tercio inferior del tabique nmol/g
interventricular
LIVIA Lipoperoxidacion en zona inferoanterior del nmol/g
ventriculo izquierdo
LIVIL Lipoperoxidacion en zona inferolateral del nmol/g

ventriculo izquierdo
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LIVD Lipoperoxidacion en zona inferior del ventriculo nmol/g
derecho

LA Lipoperoxidacion en apex nmol/g

PEROXMED Peroxidacion media nmol/g

CKMBS CK-MB en suero ng/mL

MIOGS Mioglobina en suero ng/mL

TROPOS Troponina cardiaca I (cTnl) en suero ng/mL

CKMBLP CK-MB en liquido pericardico ng/mL

MIOGLP Mioglobina en liquido pericardico ng/mL

TROPOLP Troponina cardiaca I (cTnl) en liquido pericardico ng/mL

Rep Resucitacion cardio-pulmonar
1. No
2. Si

traumat Traumatismo toracico
1. No
2. Si

iszmbpj Porcentaje de isoenzima MB calculada por %
electroforesis, en suero

pormb2s Porcentaje de isoforma MB2 sobre la isoenzima MB %
total, en suero

mb2mbls Relacion MB2/MB, en suero, calculada sobre la %
isoenzima MB

iezmm3sp Porcentaje de isoforma MM3, sobre el total de %
isoenzimas en suero

iezmm2sp Porcentaje de isoforma MM2, sobre el total de %
isoenzimas en suero

iezmm1sp Porcentaje de isoforma MM" sobre el total de %
isoenzimas en suero

iezmb2sp Porcentaje de isoforma MB2, sobre el total de %
isoenzimas en suero

iezmb1sp Porcentaje de isoforma MB" sobre el total de %
isoenzimas en suero

mm3mmls Relacion MMsIMM, en suero, calculada sobre el %
total de isoenzimas

mb2mb1ps Relacion MB2/MB, en suero, calculada sobre el %
total de isoenzimas

isfmblpp Porcentaje de isoenzima MB calculada por %
electroforesis, en liquido pericardico

pormb2lp Porcentaje de isoforma MB2 sobre la isoenzima MB %
total, en liquido pericardico

mb2mbllp Relacion MB2/MB, en liquido pericardico, %
calculada sobre la isoenzima MB

iezmm3lp Porcentaje de isoforma MM3, sobre el total de %
isoenzimas en liquido pericardico

iezmm2lp Porcentaje de isoforma MM2, sobre el total de %
isoenzimas en liquido pericardico

iezmm1lp Porcentaje de isoforma MM" sobre el total de %
isoenzimas en liquido pericardico

iezmb2lp Porcentaje de isoforma MB2, sobre el total de %
isoenzimas en liquido pericardico

iezmb1lp Porcentaje de isoforma MB" sobre el total de %
isoenzimas en liquido pericardico

mm3mmllp Relacion MM;yIMM, en liquido pericardico,
calculada sobre el total de isoenzimas

mb2mblpl Relacion MB2/MB, en liquido pericardico,
calculada sobre el total de isoenzimas

mm3mb2s Relacion isoforma MM e IMB2 en sangre periférica
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mm3mb2p Relacion soforma MM e IMB2 en liquido
pericardico

mb2peric Concentracion de la isoforma MB2 en liquido ng/mL
pericardico

mb2suero Concentracion de la isoforma MB2 en sangre ng/mL
periférica

Creatinin- Kinasa U/L

Suero (CKmbs)

Mioglobina Suero ng/mL

(mios)

Troponina Suero ng//mL

(Tropos)

CreatininKinasa ( ng/mL

CKMBIp)

Mioglobina liquido ng/mL

pericardico(mioglp)

Troponina liquido ng/mL

pericardico(tropolp)

Fibrosis 0. Ausencia
-Tabique ( fibrost) 1.Pericelular
-Ventriculo 2.Difusa (focal, septal y perivascular
(fibrovil) 3. Perivascular.
Fibrosis 0. No
1. Si
Edema 0. Ausencia
-Tabique(edest) Homogenizacion citoplasma

-Ventriculo ( edevil)

1.
2. Aislada o focal
3. Frecuentes y Masiva

Necrosis 0. No

-Tabique (necrost) 1.Si

-VentrIculo (necrovil) ’

Vacuolas 0.Ausencia

-Tabique (vacst) 1. Ocasionales

-Ventriculo (vacvil) 2.Frecuentes masivas

Bandas de 0.Ausencia

contraccion 1.Focales

Tabique (contst) 2.Masivas

Ventriculo (contvil)

Bandas decontraccion 0. No

( contract) 1. Si

Hemorragia 1.Ausencia
-Tabique (hrragst) 2.C0ngestién
-Ventriculo 3.Focal

(hrragvil) 4. Masiva

Hemorragia 0. No

(hrrgia) 1.Si

Inflamacién 1.Linfocitos
Tabique (inflst) 2. Focal de polinucleares

Ventriculo (inflvil)

neutrofilos (PMN-N)
3.Masiva de PMN-N.

Inflamacién ( infiltra) 0. No

1. Si
Alteraciones 0.Ausencia
nucleares 1.Normal
-Tabique (nuclst i Ati
-Ventr cu‘o(nucl)vil) 2. Hipercromiticos
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3.Pleomorficos e

hipercromaticos
5.Picnosis
A %
Troponina T 0.Ausencia
-Tabique (ctntst) 1.1+
-Ventriculo (ctntvil) 2.2+
3.3+
Troponina C 0.Ausencia
-Tabique (ctncst) 1. 1+
-Ventriculo (ctnevil) 2.2+
3.3+

0. Ausencia

Naranja de acridina (na) 1 Presencia

La tabla se completa con 124 pardmetros mas. Uno para cada marcador utilizado sobre
cortes histoldgicos de tejido cardiacos. PARP1, Nogo-A, cTnT y ¢Tnl, para cada una
de las 10 areas estudiadas tanto para intensidad como por extension de la inmunotincion
[4 marcadores X 10 areas X 2 (intensidad y extension)= 80 parametros] y otros tantos
valores transformados, calculados mediante la formula: valor intensidad x valor de
extension de la inmunotincion de casa uno de ellos (40 parametros) y medias de suma
de ellos (4 parametros). Ademds de 10 parametros extraidos del andlisis Optico con
estudios morfoldgicos). Las muestras de técnicas inmunohistoquimicas fueron valoradas
de manera semicuantitativa y ademas la expresion de Nogo-A, cTnT y cTnl se
valoraron con el software automatico de analisis de imageJ. De forma que a esos 124
se le afiadieron 33 mas siendo la suma de ambos 157 parametros adicionales.

Para el estudio de los marcadores inmunohistoquimicos (Nogo-A, ¢cTnT y cTnl) se
amplio el nimero con las muestras procedentes del Departamento de Medicina Legal
de la Universidad de Granada) siendo el numero total de casos estudiados para dichos
marcadores de 188, a los que hay que restar la pérdida de 18 casos. La distribucion por

sexo para los 170 casos fue 144 hombres y 26 mujeres.
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5.5. Afirmacion explicita del cumplimiento de las normas éticas y legales.

La presente investigacion se ha realizado bajo el compromiso del cumplimiento de las
normas ¢ticas de investigacion y de los requerimientos legales imprescindibles para
llevar a cabo dichos estudios. Se ha respetado en todo momento la normativa vigente,
que garantiza la confidencialidad de los datos de caracter personal y su tratamiento
automatizado de acuerdo con la legislacion sobre proteccion de datos de caracter
personal (ley Organica 15/99 de 13 de diciembre de proteccion de datos de caracter
personal, el Real Decreto 994/1999 de 11 de junio por el que se aprueba el reglamento
de medidas de seguridad de ficheros automatizados que contengan datos de cardcter

personal, asi como toda la normativa aplicable a esta materia).

Las Muestras tuvieron la aprobacion de la Comisién Etica en Investigacion de la
Universidad de Granada (Informe 700 del comité de investigacion humana, de 21 de

mayo 2012).
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RESULTADOS

RESULTADO DEL ANALISIS ESTADISTICO DESCRIPTIVO

Caracteristicas de la serie formada por 92 muestras de corazones de cadaveres
autopsiados procedentes de 66 hombres y 26 mujeres con edades comprendidas entre 12
y 87 afios (edad media de 50.33+18.78) (la tabla de contingencia por edades detalla en
la nimero 10). La media de edad en la serie total (incluyendo las muestras de las
Universidades de Murcia y Granada fue de 55.12+19.19 (Tabla 11), 85% hombres y
15% mujeres. La distribucion poblacional cuando el andlisis se realizo sobre el total de

la poblacién a estudio de 188 pacientes se representa en las tablas 11y 12 y figura 19.

Tabla 10.Descriptivos Edad ( Muestras procedentes de la Universidad de Murcia

Error Std.
Edad Media
95% Intervalo confianza Nivel bajo 46.37
para la media Nivel alto 54.28
Mediana 50.00
Varianza 352.88
Desviacion Std. 18.785
Minimo 12
Maximo 87
Rango 75
Curtosis -1.113 .506

Tabla 11.Descriptivos Edad (poblacién Total Universidades de Murcia 'y

Granada)

Error tip.
Media
Intervalo de confianza Limite inferior 52.21
para la media al 95% Limite superior 58.02
Media recortada al 5% 55.41
Mediana 57.00
Varianza 368.353
Desv. tip. 19.193
Minimo 2
Maximo 95
Rango 93
Curtosis -.690 .370
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Tabla 12. Andlisis descriptivo en funcion del sexo
Frecuencia Porcentaje Porcentaje Porcentaje

valido acumulado
Validos Hombre 144 76.6 84.7 84.7
Mujer 26 13.8 15.3 100.0
Total 170 90.4 100.0
Perdidos Sistema 18 9.6
Total 188 100.0

Figura 19. Distribucion por sexo de la serie.

Distribucién por Sexo

Mujer
15%

Hombre
85%

La serie de casos se estratifico de 3 formas diferentes para llevar a cabo el estudio
estadistico. Las muestras se agruparon en funcion del diagndstico, como a continuacion
se describe:
- GRUPO 1 DE CAUSAS DIAGNOSTICAS.-En funcién del diagndstico de
muerte agrupados en 5 causas:
o 1. Asfixias por ahorcadura

o 2. Infarto de Miocardio

o 3. Asfixia por sumersion

o 4. Traumatismos

o 5. Otras causas muertes naturales

- GRUPO 2 DE CAUSAS DIAGNOSTICAS.- Segun se haya producido el origen
de la muerte agrupados en 3 causas:

o 1. Natural
o 2. Suicida
o 3. Accidental

- GRUPO 3 DE CAUSAS DIAGNOSTICAS.-Segtn se haya producido el origen
de la muerte agrupados en 4 causas, uniendo los dos tipos de asfixia en un nico
subgrupo:

o 1. Infarto de Miocardio

o 2. Traumatismos

o 3. Asfixia

o 4. Otras causas muertes naturales

La descripcion de la distribucion poblacional se encuentra en las tablas 13,14 y 15, asi
como en las figuras20, 21 y 22.
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Frecuencia Porcentaje Porcentaje Porcentaje
valido acumulado
Validos Asfixia por 28 14.9 - 16.2
ahorcadura
Infarto de miocardio 50 26.6 _ 45.1
Asfixia por sumersion 16 8.5 _ 54.3
Traumatismo 36 19.1 _ 75.1
Otras causas de 43 229 100.0
muerte natural
Total 173 92.0 100.0
Perdidos Sistema 15 8.0
Total 188 100.0
GRUPO 1

® Asfixia por ahorcadura M Infarto de miocardio

m Asfixia por sumersion B Traumatismo

Figura 20. Distribucion de la serie segun criterios de agrupacion (GRUPO 1 DE CAUSAS
DIAGNOSTICAS).

Tabla 14.Distribucion de la serie segun criterios de agrupacion (GRUPO CAUSAS

DIAGNOSTICAS 2)
Frecuencia Porcentaje Porcentaje Porcentaje

valido acumulado

Vélidos Natural 33 17.6 36.3
Suicida 18 9.6 56.0

Accidental 40 21.3 _ 100.0

Total 91 48.4 100.0
Perdidos Sistema 97 51.6
Total 188 100.0
GRUPO2

Natural
36%

Accidental
44%

Suicida
20%

Figura 21.Distribucién de la serie segun criterios de agrupacion (GRUPO 2 DE
CAUSAS DIAGNOSTICAS).
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Tabla 15. Distribucion de la serie segun criterios de agrupacio ‘

DIAGNOSTICAS 3)

Frecuencia Porcentaje Porcentaje Porcentaje
valido acumulado
Validos Infarto 20 10.6 313
Traumatismo 12 6.4 F
Asfixia 16 8.5 75.0
Otras causas muerte 16 8.5 E
Total 64 34.0 100.0
Perdidos Sistema 124 66.0
Total 188 100.0
GRUPO 3

H Infarto H Traumatismo ™ Asfixia B Otras causas muerte

Figura 22. Distribucion de la serie segun criterios de agrupacion (GRUPO 3 DE
CAUSAS DIAGNOSTICAS).

Figura 23. Distribucidn de causas diagndsticas por edad.

1007

|1

edad

20

T T T T T
Asfixia por Infarto de miocardio Asfixia por traumatismo otras causas de
ahorcadura sumersion muerte natural

causa
Las muestras fueron tomadas antes de transcurrir 24 horas de producirse la muerte. El intervalo

post mortem (IPM) medio fue de 7.48+4.16 horas, rango [2-18 horas] con una distribucion
segin causa que se especifican en Tablas 16a 'y 16b).
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Tabla 16a.Estudio descriptivo del intervalo post mortemsegun la causa de la muerte.

Causa Estadistico Error tip.
Data (horas  Asfixia por Media -W
post mortem) - ahorcadura Intervalo de Limite inferior 2.69
confianza para
5522edia al Limite superior 12.56
Mediana 5.00
Varianza 34.839
Desv. tip. 5.902
Minimo 3
Maximo 18
Rango 15
Curtosis .063 1.481
Infarto de Media .842
miocardio Intervalo de Limite inferior 5.04
confianza para
g:lszzedia al Limite superior 8.56
Mediana 6.50
Varianza 14.168
Desv. tip. 3.764
Minimo 2
Maximo 13
Rango 11
Curtosis -1.517 .992
Asfixia por Media -j
sumersion Intervalo de Limite inferior 5.57
confianza para
?522&”6‘ al Limite superior 12.20
Mediana 7.00
Varianza 18.611
Desuv. tip. 4.314
Minimo 4
Maximo 15
Rango 11
Curtosis -1.978 1.400
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Causa Estadistico Error tip.
Data (horas traumatismo  Media 7.14 .823
post mortem) Intervalo de Limite inferior 5.43

lc;onmf?cﬂ;aa?ara Limite superior 8.86

95%

Mediana 6.00

Varianza 14.229

Desuv. tip. 3.772

Minimo 2

Maximo 13

Rango 11

Curtosis -1.401 972

otras causas Media 7.32 .961
ggtumr:tlerte ::rz)tﬁfri\‘/;llgadsara Lfmite inferio.r 5.30

la media al Limite superior 9.34

95%

Mediana 7.00

Varianza 17.561

Desuv. tip. 4191

Minimo 3

Maximo 16

Rango 13

Curtosis -.689 1.014

Para el andlisis estadistico las muertes la distribucion por “GRUPO 17 se estratificd en

5 grupos que incluian los siguientes diagnosticos:

- Grupo 1.- Asfixias por ahorcamiento.- Se introdujeron en este item todos los

casos de asfixias mecénicas por ahorcadura y asfixias por sofocacion.

- Grupo 2- IM- (Muerte subita cardiaca, trombosis coronaria, Scacest.IM,

arritmia).

- Grupo 3 - Asfixias por ahogamiento.- Sumersion

- Grupo 4- Traumatismos.- Traumatismos craneoencefalicos, politraumatizados,

atropellos, caidas.

- Grupo 5 - Otras causas de muerte natural.- Tromboembolia pulmonar, shock ,

edema agudo de pulmoén, hipovolémico, hemorragia subaracnoidea espontanea,

crisis asmatica, neumonias, rotura de diseccion de aorta, anafilaxia,

intoxicaciones, CO, paracetamol... shock séptico, reaccion adversa a drogas;

miocardiopatia dilatada.
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Tras la depuracion estadistica de los casos perdidos, el nimero de casos estudiados son
detallados en la Tabla 17:

- Tabla 17 T% de casos
Asfixia por ahorcadura 27 15.9
Infarto de miocardio 49 28.9
Asfixia por sumersién 15 8.8
Traumatismo 36 21.2
otras causas de muerte 43 25.2
natural
TOTAL 170 100

Para facilitar la lectura de los resultados se ha ordenado la exposicion de datos
estadisticos descriptivos y analiticos en tres apartados en funcion del tipo de muestra
estudiada.

- Estadistica con los valores de los marcadores séricos.

- Estadistica con los valores de peroxidacion lipidica en tejido cardiaco.

- Estadistica con los valores de los marcadores inmunohistoquimicos en tejido

cardiaco.

RESULTADOS DEL.  ESTUDI O DESCRIPTIVO DE LOS NIVEL ES DE
ISOENZIMAS, ISOFORMAS Y MARCADORES SEROLOGICOS CARDIACOS

El analisis descriptivo de los niveles de expresion de enzimas e isoformas en suero y

liquido pericéardico se describen en las tablas 18a,b,cd, ey f.
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Tablas 18a. Descriptivos de expresion de isoformas enzimaticas en las diferentes causas de muerte

Variable Causa N Media Def’i\rl)'iigon Error tipico | Minimo Maximo
Asfixia por ahorcadura 8 3.26 3.13 1.11 0.50 10.20
Infarto de miocardio 15 3.53 3.00 0.78 0.90 10.70
. Asfixia por sumersion 6 1.37 0.95 0.39 0.40 2.90
isoforma MB
Spj Traumatismo 15 6.38 7.40 1.91 0.40 23.40
Otras causas de 15 3.90 5.63 1.45 0.40 23.40
muerte natural
Total 59 4.09 5.16 0.67 0.40 23.40
Asfixia por ahorcadura 8 129.22 220.45 77.94 1.45 654.86
Infarto de miocardio 16 126.38 223.27 55.82 8.26 911.18
. Asfixia por sumersion 6 14.19 8.24 3.36 3.17 22.32
isoforma
MB2s Traumatismo 15 452.90 926.98 239.34 15.31 3425.75
Otras causas de 16 | 300.83 749.18 187.29 1.61 3015.56
muerte natural
Total 61 241.77 617.62 79.08 1.45 3425.75
Asfixia por ahorcadura 8 25.36 37.06 13.10 0.85 109.14
Infarto de miocardio 16 22.69 33.30 8.33 0.12 116.82
. Asfixia por sumersion 6 7.47 7.42 3.03 2.43 21.95
isoforma
MB1s Traumatismo 15 112.21 305.38 78.85 0.95 1206.25
Otras causas de 16 55.41 138.46 34.61 0.69 558.44
muerte natural
Total 61 52.14 168.60 21.59 0.12 1206.25
Asfixia por ahorcadura 8 77.44 9.38 3.32 62.96 87.18
Infarto de miocardio 16 80.04 17.31 4.33 41.18 99.01
. Asfixia por sumersion 6 67.32 12.37 5.05 47.37 77.78
isoforma
MB2sb Traumatismo 15 84.97 8.23 2.12 72.90 97.60
Otras causas de 16 | 7877 13.76 3.44 41.18 93.98
muerte natural
Total 61 79.32 13.57 1.74 41.18 99.01
Asfixia por ahorcadura 8 22.56 9.38 3.32 12.82 37.04
Infarto de miocardio 16 19.97 17.31 4.33 0.99 58.82
. Asfixia por sumersion 6 32.68 12.37 5.05 22.22 52.63
isoforma
MB1s Traumatismo 15 15.03 8.23 2.12 2.40 27.10
Otras causas de 16 | 2124 13.76 3.44 6.02 58.82
muerte natural
Total 61 20.68 13.57 1.74 0.99 58.82
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Tablas 18b. Descriptivos de expresion de isoformas enziméaticas en las diferentes causas de muerte

Desviacion

Variable Causa N Media tipica Error tipico | Minimo Maximo
Asfixia por ahorcadura 8 4.13 1.97 0.70 1.70 6.80
Infarto de miocardio 16 18.52 32.44 8.11 0.70 100.00
. Asfixia por sumersion 6 2.38 1.04 0.42 0.90 3.50
isoforma
MB2mbls Traumatismo 15 9.43 9.79 2.53 2.69 40.66
Otras causas de 16 5.64 3.97 0.99 0.70 15.60
muerte natural
Total 61 9.43 18.02 2.31 0.70 100.00
Asfixia por ahorcadura 8 65.93 12.69 4.49 35.70 73.50
Infarto de miocardio 17 58.61 27.72 6.72 2.90 87.60
. . Asfixia por sumersion 8 55.40 30.77 10.88 3.30 78.10
isoenzima
mm 2sp Traumatismo 15 57.67 25.85 6.67 2.90 81.50
Otras causas de 16 61.64 19.89 4.97 15.60 84.10
muerte natural
Total 64 59.66 23.88 2.99 2.90 87.60
Asfixia por ahorcadura 8 18.18 11.45 4.05 10.50 45.50
Infarto de miocardio 17 16.77 9.46 2.29 5.20 40.00
. . Asfixia por sumersion 8 25.94 23.07 8.16 7.20 65.30
isoenzima
mm 2sp Traumatismo 15 18.49 15.13 3.91 5.10 60.90
Otras causas de 16 20.24 13.60 3.40 8.30 58.80
muerte natural
Total 64 19.36 14.11 1.76 5.10 65.30
Asfixia por ahorcadura 8 12.66 4.82 1.71 6.10 19.60
Infarto de miocardio 17 15.91 17.24 4,18 3.80 78.50
. . Asfixia por sumersion 8 17.69 9.09 3.21 8.70 32.50
isoenzima
mm 1sp Traumatismo 15 13.63 7.00 1.81 5.50 25.80
Otras causas de 16 12.81 9.50 2.38 3.50 43.70
muerte natural
Total 64 14.42 11.08 1.39 3.50 78.50
Asfixia por ahorcadura 8 2.73 3.09 1.09 0.30 9.60
Infarto de miocardio 16 5.44 10.67 2.67 0.70 44,70
. . Asfixia por sumersion 6 1.07 0.86 0.35 0.30 2.60
isoenzima
mm 2sp Traumatismo 15 3.43 3.27 0.84 0.20 11.20
Otras causas de 16 3.33 3.76 0.94 0.20 14.30
muerte natural
Total 61 3.60 6.11 0.78 0.20 44.70
Asfixia por ahorcadura 8 0.54 0.37 0.13 0.20 1.30
Infarto de miocardio 15 0.71 0.98 0.25 0.10 3.70
Asfixia por sumersion 6 0.30 0.22 0.09 0.00 0.60
isoenzima -
mm 1sp Traumatismo 15 2.95 5.72 1.48 0.10 19.40
Otras causas de 15 1.31 3.44 0.89 0.10 13.70
muerte natural
Total 64 14.42 11.08 1.39 3.50 78.50

145




Tesis Doctoral

Antonio Pelegrina Jiménez

Tablas 18c. Descriptivos de expresion de isoformas enzimaticas en las diferentes causas de muerte

Variable Causa N Media Def’i\rl)'iigon Error tipico | Minimo Maximo
Asfixia por ahorcadura 8 6.30 3.61 1.28 2.40 11.90
Infarto de miocardio 17 7.02 6.25 1.52 0.10 21.60
. . Asfixia por sumersion 7 4.96 241 0.91 0.10 7.30
isoenzima
mm 3mm1ls Traumatismo 15 6.19 4.62 1.19 0.10 14.80
Otras causas de 16 7.63 6.09 1.52 0.60 24.10
muerte natural
Total 63 6.65 5.16 0.65 0.10 24.10
Asfixia por ahorcadura 8 5.91 5.33 1.88 0.20 16.50
Infarto de miocardio 15 6.47 3.65 0.94 1.90 16.00
. . Asfixia por sumersion 6 5.78 5.13 2.09 1.20 14.00
isoenzima
mm 2mb1ps Traumatismo 15 451 3.12 0.81 0.10 9.90
Otras causas de 15 6.15 7.20 1.86 0.40 30.70
muerte natural
Total 59 5.75 4,93 0.64 0.10 30.70
Asfixia por ahorcadura 7 10.63 8.12 3.07 1.10 25.10
Infarto de miocardio 18 9.68 5.10 1.20 3.00 17.20
. . Asfixia por sumersion 7 7.74 5.24 1.98 3.70 19.10
isoenzima
mm mbp Traumatismo 13 13.91 18.43 5.11 2.50 73.10
Otras causas de 14 10.42 5.75 1.54 4.30 19.40
muerte natural
Total 59 10.67 9.93 1.29 1.10 73.10
Asfixia por ahorcadura 7 78.66 101.47 38.35 0.19 281.27
Infarto de miocardio 18 1285.54 2867.78 675.94 13.89 10400.21
. Asfixia por sumersion 8 26.54 22.93 8.11 0.00 61.75
isoforma MB
mb2lp Traumatismo 15 498.74 1075.21 277.62 0.00 4031.64
Otras causas de 14 | 9062 116.02 31.01 4.16 426.47
muerte natural
Total 62 526.65 1682.51 213.68 0.00 10400.21
Asfixia por ahorcadura 7 10.62 14.84 5.61 0.06 39.61
Infarto de miocardio 18 459.71 1393.32 328.41 2.01 5850.43
. Asfixia por sumersion 8 4.13 3.18 1.13 0.00 10.65
isoforma MB
mb 1 Ip Traumatismo 15 38.82 73.04 18.86 0.00 280.36
Otras causas de 14 | 148 21.01 5.62 1.38 73.53
muerte natural
Total 62 147.93 763.50 96.96 0.00 5850.43

146




RESULTADOS

Tablas 18d. Descriptivos de expresion de isoformas enzimaticas en las diferentes causas de muerte

Variable Causa N Media Detsi\rl)liiglon Error tipico | Minimo Maximo
Asfixia por ahorcadura 7 18.77 11.93 451 2.34 37.04
Infarto de miocardio 18 17.01 11.33 2.67 2.79 43.48
. Asfixia por sumersion 7 15.59 5.42 2.05 4.39 20.83
isoforma MB
por mbl Ip Traumatismo 13 15.73 19.69 5.46 2.40 76.92
Otras causas de 14 15.41 8.04 2.15 4.40 37.04
muerte natural
Total 59 16.39 12.30 1.60 2.34 76.92
Asfixia por ahorcadura 7 81.23 11.93 451 62.96 97.66
Infarto de miocardio 18 82.99 11.33 2.67 56.52 97.21
. Asfixia por sumersion 7 84.41 5.42 2.05 79.17 95.61
isoforma MB
pormb2Ip Traumatismo 13 84.27 19.69 5.46 23.08 97.60
Otras causas de 14 | 8459 8.04 2.15 62.96 95.60
muerte natural
Total 59 83.61 12.30 1.60 23.08 97.66
Asfixia por ahorcadura 7 9.81 14.24 5.38 1.70 41.80
Infarto de miocardio 18 7.99 7.61 1.79 1.30 34.80
. Asfixia por sumersion 7 7.24 6.46 2.44 3.80 21.80
isoforma
MB2mb1 Ip Traumatismo 14 12.19 11.52 3.08 0.30 40.66
Otras causas de 14 7.30 4.86 1.30 1.70 21.72
muerte natural
Total 60 8.93 8.93 1.15 0.30 41.80
Asfixia por ahorcadura 8 63.58 19.39 6.86 18.50 79.40
Infarto de miocardio 18 69.51 7.40 1.74 57.90 84.30
. . Asfixia por sumersion 8 64.98 26.82 9.48 9.60 87.50
isoenzima
MM 3lp Traumatismo 15 53.11 27.82 7.18 3.60 83.50
Otras causas de 15 67.75 10.91 2.82 45.20 83.60
muerte natural
Total 64 63.94 19.37 2.42 3.60 87.50
Asfixia por ahorcadura 8 18.80 21.88 7.73 7.70 72.70
Infarto de miocardio 18 11.09 4.09 0.96 3.40 21.00
. . Asfixia por sumersion 8 16.99 20.20 7.14 3.50 57.90
isoenzima
MM 2Ip Traumatismo 15 20.50 18.67 4.82 6.10 67.80
Otras causas de 15 12.03 8.51 2.20 2.70 32.70
muerte natural
Total 64 15.22 14.58 1.82 2.70 72.70
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Tabla 18e. Descriptivos de expresion de isoformas enzimaticas en las diferentes causas de muerte

Variable Causa N Media Detsi\r/)liiglon Error tipico | Minimo Maximo
Asfixia por ahorcadura 8 8.49 3.42 1.21 4.90 16.20
Infarto de miocardio 18 9.57 4.47 1.05 2.20 20.40
. . Asfixia por sumersion 8 11.26 8.99 3.18 5.30 32.50
isoenzima
MM 1lp Traumatismo 15 12.71 10.32 2.66 2.30 39.70
Otras causas de 15 9.29 4.27 1.10 0.70 17.60
muerte natural
Total 64 10.31 6.76 0.85 0.70 39.70
Asfixia por ahorcadura 7 8.94 7.32 2.77 0.50 21.50
Infarto de miocardio 18 8.16 4.44 1.05 2.60 14.50
. . Asfixia por sumersion 7 6.31 3.72 1.40 3.20 14.10
isoenzima
MB 2Ip Traumatismo 14 8.80 6.43 1.72 1.90 24.90
Otras causas de 15 8.79 5.66 1.46 0.80 17.70
muerte natural
Total 61 8.34 5.42 0.69 0.50 24.90
Asfixia por ahorcadura 7 1.69 1.28 0.48 0.60 3.60
Infarto de miocardio 18 1.52 1.13 0.27 0.40 4.20
. . Asfixia por sumersion 7 1.43 1.61 0.61 0.50 5.00
isoenzima
MB1lp Traumatismo 13 6.35 16.86 4.68 0.40 62.20
Otras causas de 14 2.18 1.75 0.47 0.20 5.80
muerte natural
Total 59 2.75 8.01 1.04 0.20 62.20
Asfixia por ahorcadura 8 8.48 3.98 1.41 2.10 13.70
Infarto de miocardio 18 9.70 7.35 1.73 3.00 35.80
. . Asfixia por sumersion 8 8.75 5.01 1.77 0.30 16.40
isoenzima
MM 3mm 1lp Traumatismo 15 6.89 4.62 1.19 0.10 13.10
Otras causas de 15 15.19 26.53 6.85 3.10 109.10
muerte natural
Total 64 10.06 13.77 1.72 0.10 109.10
Asfixia por ahorcadura 7 6.33 6.03 2.28 0.83 18.37
Infarto de miocardio 18 7.02 5.29 1.25 1.79 20.71
. Asfixia por sumersion 7 6.15 3.11 1.18 2.82 12.17
isoforma MB
2mblpl Traumatismo 13 6.55 5.30 1.47 0.18 16.50
Otras causas de 14 6.52 5.51 1.47 0.21 20.50
muerte natural
Total 59 6.61 5.07 0.66 0.18 20.71
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Tabla 18f. Descriptivos de expresion de enzimas e isoformas enzimaticas en las diferentes causas de

muerte
Variable Causa N Media Detsi\rl)lizéglon Error tipico | Minimo Maximo
Asfixia por ahorcadura 7 31.95 56.57 21.38 2.73 158.80
Infarto de miocardio 18 12.59 8.75 2.06 4.18 32.42
Asfixia por sumersion 7 14.81 8.55 3.23 4.68 27.34
mm3mb2p -
Traumatismo 14 12.56 12.91 3.45 0.20 43.95
Otras causas de 15 | 16.18 23.75 6.13 3.54 98.87
muerte natural
Total 61 15.94 2351 3.01 0.20 158.80
Asfixia por ahorcadura | 8 84.37 94.95 33.57 7.63 239.33
Infarto de miocardio 16 36.33 27.57 6.89 0.06 100.71
Asfixia por sumersion 6 110.09 72.45 29.58 25.27 206.33
mm3mb2s )
Traumatismo 15 53.49 99.15 25.60 0.39 402.00
Otras causas de 16 | 69.08 100.37 25.09 1.97 356.50
muerte natural
Total 61 62.69 83.64 10.71 0.06 402.00
iszmbpj Porcentaje de isoenzima MB calculada por electroforesis.en suero
pormb2s Porcentaje de isoforma MB2 sobre la isoenzima MB total.en suero
mb2mbls Relacion MB2/MB.en suero.calculada sobre la isoenzima MB
iezmm3sp Porcentaje de isoforma MM3.sobre el total de isoenzimas en suero
iezmm?2sp Porcentaje de isoforma MM2.sobre el total de isoenzimas en suero
iezmm1sp Porcentaje de isoforma MM" sobre el total de isoenzimas en suero
iezmb2sp Porcentaje de isoforma MB2.sobre el total de isoenzimas en suero
iezmbl1sp Porcentaje de isoforma MB" sobre el total de isoenzimas en suero
mm3mmls Relacion MMsIMM. en suero.calculada sobre el total de isoenzimas
mb2mb1ps Relacion MB2/MB.en suero.calculada sobre el total de isoenzimas
isfmblpp Porcentaje de isoenzima MB calculada por electroforesis.en liquido pericardico
pormb2lp Porcentaje de isoforma MB2 sobre la isoenzima MB total.en liquido pericardico
mb2mbllp Relacion MB2/MB.en liquido pericardico. calculada sobre la isoenzima MB
iezmm3lp Porcentaje de isoforma MM3.sobre el total de isoenzimas en liquido pericardico
iezmm?2lp Porcentaje de isoforma MM2.sobre el total de isoenzimas en liquido pericardico
iezmm1lp Porcentaje de isoforma MM" sobre el total de isoenzimas en liquido pericardico
iezmb2lp Porcentaje de isoforma MB2.sobre el total de isoenzimas en liquido pericardico
iezmb1lp Porcentaje de isoforma MB" sobre el total de isoenzimas en liquido pericardico
mm3mmllp Relacion MM;yIMM.en liquido pericardico.calculada sobre el total de isoenzimas
mb2mblpl Relacion MB2/MB.en liquido pericardico.calculada sobre el total de isoenzimas
mm3mb2s Relacion Isoforma MM;yIMB2 en sangre periférica
mm3mb2p Relacion Isoforma MM;yIMB2 en liquido pericardico
mb2peric Concentracion de la isoforma MB2 en liquido pericéardico
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- RESULTADOS DEL ESTUDIO ESTADISTICO ANALITICO DE LOS
NIVELES DE EXPRESION DE ISOENZIMAS CARDIACAS
Fueron comparadas las expresion de isoformas e isoenzimas en suero y liquido
pericardico en funcion de la causa de muerte encontrando diferencias estadisticamente
significativas mediante la prueba de la x> (P=0.025) para la isoforma MBmb2 en suero
lo que permite diferenciar entre causa de muerte por asfixia por sumersion frente a
traumatismo mediante comparaciones multiples (P=0.010, test U de Mann-Whitney).
En liquido pericardico también los niveles de MBmb2 fueron estadisticamente
significativos (P=0.002) permitiendo distinguir en las comparaciones multiples entre la
causa de muerte por infarto y la asfixia por sumersion (P=0.004) y por otras causas de

muerte natural (P=0.039) (test U de Mann-Whitney) (tabla 20) (figura 24).

Idéntico resultado se obtuvo al evaluar la Isoforma de MBmb1 en Liquido pericardico
(P=0.001, test de K-W) que tras la correccion mediante la comparaciones multiples a
través del test U de Mann-Whitney permitié establecer diferencias significativas entre
IM y muerte por asfixia por sumersion (P=0.005) y otras causas de muerte natural

(P=0.031) (tabla 20).

La combinaciéon de los niveles de expresion de isoformas cardiacas MBmb2s,
MBmb2lp y MBmbllp cuando se compararon en el GRUPO 1 de diagndstico permite
encontrar diferencias entre las muertes por asfixia por sumersion frente a IM y
traumatismo; asi como los IM frente a asfixias por sumersion y otras causas de muerte

natural.

Cuando los valores de los niveles de expresion de isoenzimas se analizaron frente a
GRUPO 2 de causas diagnosticas se obtuvieron los siguientes resultados

estadisticamente significativos:

La isoforma MBmb2 en liquido pericardico (P=0.041, test K-W) y la isoforma MBmbl
(P=0.010, test K-W) que alcanzaron diferencias significativas al comparar casusas de

muerte natural frente a accidentales con (P=0.028, P=0.004, respectivamente, test U de

Mann-Whitney).
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Cuando los valores de los niveles de expresion de isoenzimas se analizaron frente a

GRUPO 3 de causas diagnosticas se obtuvieron los siguientes resultados

estadisticamente significativos:

La isoforma MBmb2 en suero(P= 0.033,. test K-W) permitiendo diferenciar entre

causa de muerte natural y trauméatica (P=0.027, test U de Mann-Whitney)

Figura 24.Niveles de expresion de la isoforma MB2 en funcién de la causa de muerte.
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Tabla 19a.Comparacidn de la expresion de isoenzimas, isoformas
enzimaticas y marcadores seroldgicos cardiacos para el GRUPO 1 de causas
diagndsticas (Prueba de Kruskal-Wallis)

Variable cuz;:dhr;do Gl Valor de P Resultado
ckmbs 10.517 4 .033 Sl
miogs 7.688 4 .104 NO
trops 8.010 4 .091 NO

ckmblp 20.941 4 .000 Sl
mioglp 7.546 4 .110 NO
troplp 20.378 4 .000 Sl

isoforma MB sij 5.755 4 .218 NO
isocora MB2s 11.155 4 .025 Sl
isocora MB1s 3.016 4 .555 NO
isocora MB2sb 8.628 4 .071 NO
isocora MB1s 8.628 4 .071 NO
isocora MB2mbls 8.628 4 .071 NO
isoenzima mm 2sp .133 4 .998 NO
isoenzima mm 2sp .981 4 913 NO
isoenzima mm 1sp 3.061 4 .548 NO
isoenzima mm 2sp 5.506 4 .239 NO
isoenzima mm 1sp 3.394 4 494 NO
isoenzima mm 3mm1s .740 4 .946 NO
isoenzima mm 2mb1ps 2.412 4 .660 NO
isoenzima mm mbp .985 4 912 NO
isoforma MB mb2Ip 16.452 4 .002 Sl
isoforma MB mb 1 Ip 18.184 4 .001 Sl
isoforma MB por mb1 Ip 4.231 4 .376 NO
isoforma MB pormb2Ip 4.231 4 .376 NO
isoforma MB2mb1 Ip 2.887 4 577 NO
isoenzima MM 3Ip 4.093 4 .394 NO
isoenzima MM 2Ip 4.636 4 .327 NO
isoenzima MM 1 Ip .891 4 .926 NO
isoenzima MB 2Ip .704 4 .951 NO
isoenzima MB 1 Ip 2.446 4 .654 NO
isoenzima MM 3mm 1lp 1.265 4 .867 NO
isoforma MB 2mb1pl .586 4 .965 NO
mm3mb2p 1.473 4 .831 NO
mm3mb2s 6.124 4 .190 NO

152



RESULTADOS

Tabla 19b. Comparacidn de la expresidn de isoenzimas, isoformas enzimaticas y
marcadores serolégicos cardiacos para el GRUPO 2 de causas diagndsticas (Prueba de
Kruskal-Wallis)

Variable cu;:dr}iz;do gl Valor de P Resultado
Ckmbs 1.375 2 .503 NO
Miogs 2.915 2 .233 NO
Trops 5.773 2 .056 NO
Ckmblp 5.078 2 .079 NO
Mioglp 2.300 2 .317 NO
Troplp 6.589 2 .037 SI
isoforma MB spj .356 2 .837 NO
isoforma MB2s 312 2 .856 NO
isoforma MB1s 496 2 .780 NO
isoforma MB2sb .872 2 .647 NO
isoforma MB1s .872 2 .647 NO
isoforma MB2mb1s .872 2 .647 NO
isoenzima mm 2sp .272 2 .873 NO
isoenzima mm 2sp .216 2 .898 NO
isoenzima mm 1sp .024 2 .988 NO
isoenzima mm 2sp .959 2 .619 NO
isoenzima mm 1sp 2.755 2 .252 NO
isoenzima mm 3mm1s .068 2 .966 NO
isoenzima mm 2mblps 2.136 2 .344 NO
isoenzima mm mbp 151 2 .927 NO
isoforma MB mb2lp 6.404 2 .041 Sl
isoforma MB mb 1 Ip 9.156 2 .010 Sl
isoforma MB por mbl Ip 2.407 2 .300 NO
isoforma MB pormb2Ip 2.407 2 .300 NO
isoforma MB2mbl1 Ip 1.765 2 414 NO
isoenzima MM 3lIp .369 2 .831 NO
isoenzima MM 2Ip .716 2 .699 NO
isoenzima MM 1 Ip 1.051 2 .591 NO
isoenzima MB 2Ip .715 2 .700 NO
isoenzima MB 1 Ip 1.421 2 491 NO
isoenzima MM 3mm 1lp 1.124 2 .570 NO
isoforma MB 2mb1pl 2.247 2 .325 NO
mm3mb2p .746 2 .689 NO
mm3mb2s .309 2 .857 NO
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Tabla 19c. Comparacion de la expresion de isoenzimas, isoformas enzimaticas y
marcadores seroldgicos cardiacos para el GRUPO 3 de causas diagndsticas (Prueba de
Kruskal-Wallis)

Variable cu;hr; do Gl valor de P Resultado
Ckmbs 8.939 3 .030 Sl
Miogs 6.000 3 112 NO
Trops 2.979 3 .395 NO
Ckmblp 5.082 3 .166 NO
Mioglp 10.316 3 .016 Sl
Troplp 8.055 3 .045 Sl
isoforma MB spj 2.373 3 499 NO
isoforma MB2s 8.749 3 .033 Sl
isoforma MB1s 3.189 3 .363 NO
isoforma MB2sb 6.831 3 .077 NO
isoforma MB1s 6.831 3 .077 NO
isoforma MB2mb1s 6.831 3 .077 NO
isoenzima mm 2sp 5.555 3 135 NO
isoenzima mm 2sp 1.554 3 .670 NO
isoenzima mm 1sp 4,946 3 .176 NO
isoenzima mm 2sp .505 3 .918 NO
isoenzima mm 1sp 3.039 3 .386 NO
isoenzima mm 3mm1s 5.444 3 .142 NO
isoenzima mm 2mb1ps 3.503 3 .320 NO
isoenzima mm mbp 2.680 3 444 NO
isoforma MB mb2Ip 4.738 3 .192 NO
isoforma MB mb 1 Ip 6.699 3 .082 NO
isoforma MB por mb1 Ip 5.845 3 119 NO
isoforma MB pormb2Ip 5.845 3 119 NO
isoforma MB2mb1 Ip 5.845 3 119 NO
isoenzima MM 3Ip 1.813 3 .612 NO
isoenzima MM 2Ip 3.643 3 .303 NO
isoenzima MM 1 Ip .844 3 .839 NO
isoenzima MB 2Ip 3.383 3 .336 NO
isoenzima MB 1 Ip 2.668 3 446 NO
isoenzima MM 3mm 1lp .340 3 .952 NO
isoforma MB 2mb1pl 470 3 .926 NO
mm3mb2p 2.357 3 .502 NO
mm3mb2s 1.701 3 .637 NO

154



RESULTADOS

Tabla 20a. Comparacion entre causas diagndsticas de la expresion de isoenzimas,
isoformas enzimaticas y marcadores seroldgicos cardiacos para el
GRUPO 1 (Test de la U de mann-Whitney)

Otras
Ckmbs Asfixia por Infarto qe Asfixia POT | T aumatismo | CAUSas de
ahorcadura miocardio sumersion muerte
natural
Asfixia por
ahorcadura - 1.000 1.000 1.000 1.000
Infarto de
miocardio - 0.088 1.000 1.000
Asfixia por
sumersién - 0.028 0.117
Traumatismo - 1.000
Otras causas de )
muerte natural
Otras
Ckmblp Asfixia por In_farto d_e Asfixia ppr Traumatismo causas de
ahorcadura miocardio sumersion muerte
natural
Asfixia por
ahorcadura - 0.031 1.000 1.000 1.000
Infarto de
miocardio - 0.002 0.503 0.004
Asfixia por
sumersion - 0.309 1.000
Traumatismo _ 1.000
Otras causas de )
muerte natural
Otras
T Asfixia por Infarto de Asfixia por . causas de
roplp ; . L Traumatismo
ahorcadura miocardio sumersion muerte
natural
Asfixia por
ahorcadura - 0.044 1.000 1.000 1.000
Infarto de
miocardio - 0.019 0.230 0.003
Asfixia por
sumersion - 0.849 1.000
Traumatismo _ 0.332
Otras causas de )
muerte natural

155




Tesis Doctoral

Antonio Pelegrina Jiménez

Otras
isoforma MB2s | Asfixia por Infarto de Asfixia por Traumatismo | €2usas de
ahorcadura miocardio sumersion muerte
natural
Asfixia por
ahorcadura - 1.000 1.000 1.000 1.000
Infarto de
miocardio - 0.243 0.569 1.000
Asfixia por
sumersion - 0.010 0.588
Traumatismo - 1.000
Otras causas de )
muerte natural
Otras
isoforma MB Asfixia por Infarto de Asfixia por T . causas de
; : L raumatismo
mb2lp ahorcadura miocardio sumersion muerte
natural
Asfixia por
ahorcadura - 0.083 1.000 1.000 1.000
Infarto de
miocardio - 0.004 1.000 0.039
Asfixia por
sumersion - 0.682 1.000
Traumatismo - 1.000
Otras causas de )
muerte natural
Otras
isoforma MB mb | Asfixia por Infarto de Asfixia por T . causas de
; : L raumatismo
1llp ahorcadura miocardio sumersion muerte
natural
Asfixia por
ahorcadura - 0.083 1.000 1.000 1.000
Infarto de
miocardio - 0.005 0.354 0.031
Asfixia por
sumersion - 0.275 1.000
Traumatismo - 1.000

Otras causas de
muerte natural
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Tabla 20b. Comparacion entre causas diagndsticas de la expresion de isoenzimas,
isoformas enzimaticas y marcadores seroldgicos cardiacos para el
GRUPO 2 (Test de la U de mann-Whitney)

troplp Natural Suicida Accidental
Natural - 147 .032
Suicida - 1.000
Accidental -
,\i/lsé)fr?];)n;ﬁ) Natural Suicida Accidental
Natural - .532 .028
Suicida - .520
Accidental -
Niléorﬁ)gnzellp Natural Suicida Accidental
Natural - .532 .004
Suicida - 547
Accidental -
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Tabla 20c. Comparacion entre causas diagndsticas de la expresion de isoenzimas, isoformas

enzimaticas y marcadores seroldgicos cardiacos para el
GRUPO 1 (Test de la U de mann-Whitney)

Otras
Ckmbs Infarto Traumatismo Asfixia causas
muerte
Infarto - .933 1.000 .281
Traumatismo - .285 .028
Asfixia - 1.000
Otras causas )
muerte
Otras
Mioglp Infarto Traumatismo Asfixia causas
muerte
Infarto - 1.000 431 .008
Traumatismo - 1.000 .350
Asfixia - 1.000
Otras causas )
muerte
isoforma Otras
Infarto Traumatismo Asfixia causas
MB2s
muerte
Infarto - .507 1.000 .320
Traumatismo - 776 .027
Asfixia - .936
Otras causas )
muerte
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RESULTADOS DEL ESTUDIO ESTADISTICO DESCRIPTIVO DE LOS
MARCADORES CARDIACOS EN SUERO Y LiQUIDO PERICARDICO.

En la tabla 21 se detallan los valores medios y de dispersion de los marcadores

cardiacos en suero y en liquido pericardico. En las figuras 25 y 26 se indican los

niveles de expresion de troponina I y CK-MB separadas por causa de muerte

Figura 25. Expresion de Troponina I en Liquido pericéardico en las diferentes causas de

muerte (GRUPOI1 de clasificacion diagndstica).
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Figura 26. CK-MB en suero en las diferentes causas de muerte (GRUPO1 de

clasificacion diagndstica).
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Tabla 21. Expresion de marcadores seroldgicos y en liquido pericardico en las diferentes causas de

muerte
Variable Causa N Media De;\éiiigién Error tipico | Minimo Maximo
Asfixia por ahorcadura 8 154.58 257.04 90.88 2.30 764.00
Infarto de miocardio 19 170.35 235.56 54.04 12.00 1028.00
Asfixia por sumersion 9 23.80 11.56 3.85 5.60 41.70
Ckmbs Traumatismo 19 | 47501 | 108959 | 249.97 350 | 4632.00
Otras causas de 19 | 337.67 817.98 187.66 2.30 3574.00
muerte natural
Total 74 272.00 708.09 82.31 2.30 4632.00
Asfixia por ahorcadura 8 26690.19 | 40378.59 | 14275.99 14.52 93120.00
Infarto de miocardio 19 27559.53 | 47185.78 10825.16 | 1320.00 | 210240.00
Asfixia por sumersion 9 5022.82 4433.92 1477.97 654.00 11740.00
Miogs Traumatismo 19 | 42816.47 | 78409.94 | 17988.47 | 1000.00 | 298336.00
Otras causas de 19 | 46651.16 | 106943.84 | 24534.60 | 580.00 | 457320.00
muerte natural
Total 74 33543.82 | 72286.94 8403.19 14.52 457320.00
Asfixia por ahorcadura 8 5.59 6.54 231 0.04 16.50
Infarto de miocardio 19 50.54 171.61 39.37 0.01 748.54
Asfixia por sumersion 9 0.10 0.09 0.03 0.00 0.28
Trops Traumatismo 19 10.02 20.61 473 0.00 86.00
Otras causas de 19 2.79 7.64 1.75 0.00 32.43
muerte natural
Total 74 16.89 88.27 10.26 0.00 748.54
Asfixia por ahorcadura 8 89.07 106.69 37.72 0.30 320.88
Infarto de miocardio 19 1682.18 3912.88 897.68 15.90 13456.00
Asfixia por sumersion 9 28.97 24.11 8.04 0.00 72.40
Ckmblp Traumatismo 19 462.66 1023.92 234.90 0.00 4312.00
Otras causas de 19 | 101.22 138.50 31.77 4.00 500.00
muerte natural
Total 74 589.85 2117.26 246.13 0.00 13456.00
Asfixia por ahorcadura 8 14364.03 | 22420.28 7926.76 169.21 65990.00
Infarto de miocardio 19 31286.58 | 58302.50 | 13375.51 | 1798.00 | 264504.00
Asfixia por sumersion 9 8341.22 11154.48 3718.16 62.00 33320.00
Mioglp Traumatismo 19 | 2644426 | 39180.31 | 8988.58 | 60.00 | 152320.00
Otras causas de 19 | 10531.93 | 11068.16 | 2539.21 | 245.00 | 46420.00
muerte natural
Total 74 20094.27 | 37366.31 4343.74 60.00 264504.00
Asfixia por ahorcadura 8 4.86 6.76 2.39 0.12 19.60
Infarto de miocardio 19 365.91 817.25 187.49 0.01 3603.00
Asfixia por sumersion 9 8.03 13.43 4.48 0.01 36.12
Troplp Traumatismo 19 | 7260 190.80 4377 0.01 825.02
Otras causas de 19 5.57 9.26 2.12 0.02 38.86
muerte natural
Total 74 115.52 443.19 51.52 0.01 3603.00

Leyenda de la tabla: CKMBS: CK-MB en suero; MIOGS: Mioglobina en suero; TROPOS: Troponina cardiaca I (cTnl) en suero;
CKMBLP: CK-MB en liquido pericardico; MIOGLP: Mioglobina en liquido pericardico, TROPOLP: Troponina cardiaca I (cTnl)
en liquido pericardico.
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RESULTADOS DEL ESTUDIO ESTADISTICO ANALITICO DE LOS
MARCADORES CARDIACOS EN SUERO Y LiQUIDO PERICARDICO.

De los 3 marcadores cardiacos empleados CK-MB, Mioglobina y c¢Tnl en suero y
liquido pericardico cuando fueron analizados frente a GRUPO lde clasificacion
diagnédstica se obtuvieron valores significativos para (ver tablas 20-21):

- CK-MB en suero entre las diferentes causas diagnosticas de muerte (P=0.033, test de
Kruskal-Wallis (K-W)) que corregido para comparaciones multiples a través del test de
la U de Mann-Whitney, indica que las diferencias de expresion se establecieron entre la
causa de muerte por traumatismo y asfixia por sumersioén (P= 0.001).

- CK-MB en liquido pericardico mostrd expresion con diferencias estadisticas entre las
causas de muerte (P=0.000,test K-W) que corregido con las comparaciones multiples a
través del test U de Mann-Whitney para comparacion entre parejas; indicd que la
expresion de CK-MB en infarto de miocardio fue mayor de manera estadisticamente
significativa comparado con la expresion en asfixia por ahorcadura P=0.031; asfixia
por sumersion P=0.002; otras causas de muertes naturales P=0.004, test de la U de
Mann-Whitney.

- cTnl en liquido pericardico también mostré expresion con diferencias estadisticas
entre las causas de muerte (P=0.000,test K-W), que corregido con las comparaciones
multiples a través del test de la U de Mann-Whitney para comparacion entre parejas;
Indicé que la expresion de CK-MB en infarto de miocardio fue mayor de manera
estadisticamente significativa comparado con la expresion en asfixia por ahorcadura
P=0.044; asfixia por sumersion P=0.019; otras causas de muertes naturales P=0.003,
test de la U de Mann-Whitney.

Cuando los marcadores cardiacos se enfrentaron a GRUPO 2 de clasificacion
diagnostica solo fue significativo la expresion de ¢Tnl en liquido pericardico (P=0.037,
K-W) y especificamente entre muertes de causa “natural” vs. “accidental” (P=0.032,
test U de Mann-Whitney).

En el caso de las comparaciones establecidas con el GRUPO 3de clasificacion
diagnostica fue significativo frente a:

- Los niveles de CK-MB en suero fueron estadisticamente significativo (P=0.030, test
de K-W) especificamente al compara los diagnosticos de traumatismo frente a otras
causas de muerte natural (P=0.028, test de la U de Mann-Whitney).

- Los niveles de Mioglobina- (P=0.16, test de K-W) especialmente al enfrentar IM vs
otras causas de muerte natural (P=0.008, test de la U de Mann-Whitney).
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- Sin embargo, los niveles de c¢Tnl no resultaron estadisticamente significativos

(P=0.45, test de K-W) ni permitio diferenciar entre causas de muerte.

A continuacion se muestran las tablas del estudio analitico estadistico de isoenzimas,

isoformas y marcadores serologicos cardiacos.
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RESULTADOS DEL ESTUDIO ESTADISTICO DESCRIPTIVO DE LA
PEROXIDACION LIPIDICA

El andlisis estadistico descriptivo de la lipoperoxidacién queda especificado en la tablas

22 a 24 y en las figuras 27 a 30:

Tabla 22. Estadisticos descriptivos de los valores de Peroxidacién lipidica en
tejido cardiaco

_ N | Error tip. _ Desv. B B
Variables . Perdido | Media | dela | Mediana : Rango | Minimo | Maximo
Vélidos S media tip.

peroxlgadé” 74 114 [258.10 | 12.41 | 246.06 | 106.80 | 479.21 | 70.94 | 550.15
perolxsisgcm” 74 114 |352.60 | 40.35 | 214.97 | 347.11 |1738.26 | 86.45 | 1824.71
perolxsisif;‘cm” 74 114 |271.79| 1375 | 271.56 | 118.29 | 605.77 | 62.71 | 668.48
pe“’l’s\‘/’i:‘:ié” 74 114 |275.88| 14.93 | 256.07 | 128.42 | 530.99 | 86.45 | 617.44
perol);i\‘/jiz‘:ié” 74 114 |273.72| 1624 | 25595 | 139.73 | 904.46 | 44.11 | 948.56
perol)i‘\i/?sdé” 74 114 |271.38| 1457 | 243.71 | 12537 | 658.28 | 43.10 | 701.38
perox:ict’a‘:ié” 74 114 |272.08| 13.86 | 259.64 | 119.21 | 616.57 | 51.17 | 667.74
perol’i‘\i/‘?:‘:ié” 74 114 |269.02| 13.87 | 248.85 | 119.34 | 607.90 | 18.21 | 626.11
peroﬁiﬁl""dé” 74 114 |276.56| 14.61 | 258.91 | 125.65 | 648.83 | 70.94 | 719.77
pero’l‘ii\‘f;‘dé” 74 114 |341.84| 4251 | 237.21 | 365.73 | 2471.58 | 44.28 | 2515.86
peroxligadé” 74 114 [298.81| 2546 | 260.27 | 219.01 |1472.13 | 40.56 | 1512.70
Peroxidac.me | 4, 114 |287.43| 17.19 | 262.43 | 147.86 | 714.08 | 83.15 | 797.23

dia

LST = Lipoperoxidacion en tercio superior del tabique interventricular
LSVD = Lipoperoxidacion en zona superior del ventriculo derecho

LSVIL = Lipoperoxidacion en zona superolateral del ventriculo izquierdo
LSVIA =Lipoperoxidacion en zona superoanterior del ventriculo izquierdo
LSVIP =Lipoperoxidacion en zona superoposterior del ventriculo izquierdo

LIVIP=Lipoperoxidacion en zona inferoposterior del ventriculo izquierdo
LIT = Lipoperoxidacion en tercio inferior del tabique interventricular
LIVIA= Lipoperoxidacién en zona inferoanterior del ventriculo izquierdo
LIVIL=Lipoperoxidacion en zona inferolateral del ventriculo izquierdo
LIVD=Lipoperoxidacion en zona inferior del ventriculo derecho

LA =Lipoperoxidacion en apex
PEROXMED = Peroxidacién media

En las tablas siguientes (23a, b y ¢) se muestran los valores medios y parametros de
dispersion para las muestras obtenidas de tejidos cardiacode cada una de las 11 zonas

estudiadas.
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Tabla 23a. Descriptivos de los valores de peroxidacion lipidica en GRUPO 1 de la clasificacion

diagndstica
Variable Causa N | Media |D8SVIACiON | Eror o | Maximo
tipica tipico
Asfixia por ahorcadura 8 222.07 98.16 34.70 | 99.67 | 373.46
Infarto de miocardio 19 305.38 83.01 19.04 | 104.44 | 497.77
Asfixia por sumersion 9 283.55 101.22 33.74 | 135.49 | 397.54
peroxidacion Ist Traumatismo 19 [296.02 | 119.17 | 27.34 | 111.03 | 550.15
Otras causas de muerte 19 |176.02| 7054 | 16.18 | 70.94 | 345.67
natural
Total 74 258.10 106.80 1241 70.94 550.15
Asfixia por ahorcadura 8 473.53 612.37 216.50 | 86.45 | 1824.71
Infarto de miocardio 19 443.92 425.83 97.69 | 124.53 | 1813.31
o Asfixia por sumersion 9 283.56 151.17 50.39 | 161.69 | 499.39
peroxidacion
Isvd Traumatismo 19 414.74 310.01 71.12 | 151.24 | 1076.88
Otras causas de muerte 19 |18095| 4832 | 11.09 | 118.24 | 306.14
natural
Total 74 352.60 347.11 40.35 86.45 | 1824.71
Asfixia por ahorcadura 8 246.14 109.93 38.87 | 78.19 | 435.69
Infarto de miocardio 19 361.86 120.55 27.66 | 130.60 | 668.48
o Asfixia por sumersion 9 274.72 73.78 2459 | 197.13 | 388.75
peroxidacion
Isvil Traumatismo 19 281.30 113.27 25.99 98.44 438.26
Otras causas de muerte 19 |18161| 6875 | 1577 | 62.71 | 366.29
natural
Total 74 271.79 118.29 13.75 62.71 668.48
Asfixia por ahorcadura 8 237.74 103.77 36.69 | 86.45 | 427.28
Infarto de miocardio 19 319.39 119.31 27.37 | 11357 | 617.44
o Asfixia por sumersion 9 323.41 137.50 4583 | 151.98 | 536.91
peroxidacion
Isvia Traumatismo 19 319.29 139.38 31.98 | 132.48 | 574.25
Otras causas de muerte 19 |18249| 7527 | 1727 | 94.95 | 357.70
natural
Total 74 275.88 128.42 14.93 86.45 617.44
Asfixia por ahorcadura 8 248.64 111.48 39.41 | 86.45 | 439.05
Infarto de miocardio 19 333.16 171.97 39.45 | 162.88 | 948.56
o Asfixia por sumersién 9 268.86 121.90 40.63 | 128.48 | 513.04
peroxidacion
Isvip Traumatismo 19 322.23 131.23 30.11 | 144.38 | 599.24
Otras causas de muerte 19 |17863| 7003 | 16.07 | 44.11 | 362.86
natural
Total 74 273.72 139.73 16.24 4411 948.56
Asfixia por ahorcadura 8 260.92 193.83 68.53 | 68.17 | 701.38
Infarto de miocardio 19 305.86 110.99 25.46 | 150.10 | 641.72
o Asfixia por sumersion 9 287.08 137.34 45.78 | 134.89 | 581.60
peroxidacion
livip Traumatismo 19 316.59 111.02 25.47 | 140.09 | 548.84
Otras causas de muerte 19 |18865| 72.76 | 16.69 | 43.10 | 380.04
natural
Total 74 271.38 125.37 14.57 43.10 701.38
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Tabla 23b. Descriptivos de los valores de peroxidacion lipidica en GRUPO 1 de la clasificacion

diagndstica
Variable Causa N Media Detsi\[/)iiz;gén tlizp:irg(; Minimo | Mé&ximo
Asfixia por ahorcadura 8 221.05 | 125.69 44.44 | 51.58 | 410.46
Infarto de miocardio 19 335.14 121.53 27.88 | 130.50 | 667.74
Asfixia por sumersion 9 275.36 103.17 34.39 | 149.84 | 479.91
peroxidacion it Traumatismo 19 |305.94 | 117.49 | 26.95 |111.04 | 517.45
Otras causas cie muerte 19 |19508| 7320 | 16.79 | 51.17 | 354.26
Total 74 272.08 119.21 13.86 51.17 667.74
Asfixia por ahorcadura 8 235,57 | 176.60 62.44 | 18.21 | 558.44
Infarto de miocardio 19 317.37 113.35 26.00 | 137.31 | 626.11
peroxidacion Asfixia por sumersion 9 287.74 94.17 31.39 | 158.60 | 424.34
livia Traumatismo 19 |305.39| 111.81 25.65 | 141.78 | 569.09
Otras Ca‘;;fjrgle muerte 19 |18952| 7161 | 1643 | 88.79 | 390.35
Total 74 269.02 119.34 13.87 18.21 626.11
Asfixia por ahorcadura 8 250.96 153.68 54.33 | 11455 | 535.19
Infarto de miocardio 19 336.63 112.22 25.75 | 175.67 | 719.77
Asfixia por sumersion 9 305.61 116.09 38.70 | 141.65 | 471.33
peroxidacion Ivil Traumatismo 19 |298.79| 134.40 | 30.83 | 142.76 | 686.14
Otras Caﬁ:?jrgle muerte 19 |19127| 7398 | 16.97 | 70.94 | 416.13
Total 74 276.56 125.65 14.61 70.94 719.77
Asfixia por ahorcadura 8 575.80 | 837.19 295.99 | 44.28 | 2515.86
Infarto de miocardio 19 428.43 | 387.91 88.99 | 142.79 | 1531.48
Asfixia por sumersion 9 265.25 80.06 26.69 | 174.01 | 368.37
peroxidacion livd Traumatismo 19 |357.15| 22027 | 50.53 | 134.72 | 923.81
Otras Ca‘rj]z?jrgle muerte 19 |177.72| 6475 | 14.86 | 46.93 | 302.70
Total 74 341.84 365.73 42.51 44.28 | 2515.86
Asfixia por ahorcadura 8 305.31 | 272.50 96.34 | 98.97 | 831.19
Infarto de miocardio 19 405.46 332.71 76.33 | 231.50 | 1512.70
Asfixia por sumersion 9 291.50 115.63 38.54 | 141.81 | 467.28
peroxidacion la Traumatismo 19 |317.38| 119.83 | 27.49 | 134.85 | 531.41
Otras Caﬁ;‘tijr‘ajle muerte 19 |17433| 7662 | 17.58 | 40.56 | 367.53
Total 74 298.81 219.01 25.46 40.56 | 1512.70
Asfixia por ahorcadura 8 297.98 | 241.35 85.33 | 92.15 | 797.23
Infarto de miocardio 19 353.87 157.07 36.03 | 148.87 | 774.48
Asfixia por sumersion 9 286.06 88.81 29.60 | 176.68 | 392.54
Peroxidac.media Traumatismo 19 [321.35| 13022 | 29.88 |142.30 | 592.25
Otras Caﬂgfjrgle muerte 19 |183.30| 5922 | 1359 | 83.15 | 346.76
Total 74 287.43 147.86 17.19 83.15 797.23
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También se tomaron muestras de suero y liquido pericardico; con ambos valores se cred
otra variante Lp-Lpc (calculada como valores de lipoperoxidacion suero menos los
valores de lipoperoxidacion en liquido pericardico). Los valores medios y de dispersion
se presentan en la tabla siguiente.

Tabla 23c. Descriptivos de los valores de peroxidacion lipidica en GRUPO 1 de la
clasificacién diagndstica

Desviacién | Error

Variable Causa N Media o . Minimo | Maximo
tipica tipico
Asfixia por 8 |[31.26| 2049 7.24 | 1368 | 78.03
ahorcadura
Infarto de 20 [3855| 21.19 474 | 1158 | 79.99
miocardio
?j;xéfsfgr: 8 |3340| 2818 996 | 7.79 | 99.12
lipoperox.suero
Traumatismo 20 38.42 13.95 3.12 22.19 75.86
Otras causasde | 5 | 1345 5.63 1.41 | 587 | 2488
muerte natural
Total 72 |3164| 19.92 235 | 587 | 99.12
Asfixia por 8 |11.38 4.64 164 | 3.04 | 1775
ahorcadura
Infarto de 20 [2190| 1431 320 | 463 | 56.78
miocardio
?j:r']’gfsfg’r: 8 |1223| 6924 245 | 587 | 27.10
lipoperox.lp
Traumatismo 20 |1851| 12.64 283 | 317 | 4552
Otras causasde | 15 | 45 43 7.80 1.95 | 451 | 32.33
muerte natural
Total 72 | 1661 | 11.64 137 | 3.04 | 56.78
Asfixia por 8 |19.88| 21.33 754 | 098 | 67.17
ahorcadura
Infarto de 20 |16.65| 24.30 543 | -17.76 | 67.85
miocardio
liprexosuero pisfixia por 8 |2117| 2283 | 807 | -1.53 | 7202
menos
pericardico Traumatismo 20 19.90 14.64 3.27 -3.26 62.69

Otras causas de
muerte natural

Total 72 15.02 19.41 229 | -17.76 | 72.02

16 1.39 6.42 160 | -13.86 9.75

Leyenda de la tabla 23: LpSuero (Lipoperoxidaciéon Suero).Lp (Lipoperoxidacion

Liquido Pericardico).Lp-Lpc; (Lipoperoxidacion suero menos liquido pericardico).
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Figura 27. Figura 28.
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Figuras 27 a 30. Valores de peroxidacion lipidica en Liquido pericardico y tejido en las

diferentes causas de muerte (GRUPO1 de clasificacion diagnostica).
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Tabla 24a. Descriptivos de los valores de peroxidacion lipidica en GRUPO 2 de la
clasificacion diagndéstica

Desviacién Error

Variable Etiologial | N Media o . Minimo | Maximo
tipica tipico

Natural 29 | 258.35 98.16 18.23 82.84 497.77
Suicida 14 | 230.11 114.69 30.65 70.94 421.87
Accidental | 31 | 270.51 111.96 20.11 111.03 | 550.15
Total 74 | 258.10 106.80 12.41 70.94 550.15

peroxidacion Ist

Natural 29 | 346.58 368.18 68.37 118.24 | 1813.31
peroxidacion Suicida 14 | 419.70 483.68 129.27 86.45 | 1824.71

Isvd Accidental | 31 | 327.94 250.03 4491 139.41 | 1076.88
Total 74 | 352.60 347.11 40.35 86.45 | 1824.71

Natural | 29 | 291.63 139.81 25.96 62.71 | 668.48
peroxidacion Suicida 14 | 248.18 118.89 31.77 78.19 435.69

Isvil Accidental | 31 | 263.89 94.73 17.01 98.44 | 438.26
Total 74 | 271.79 118.29 13.75 62.71 | 668.48

Natural | 29 | 265.92 125.10 23.23 96.21 | 617.44
peroxidacion Suicida | 14 | 244.34 124.10 33.17 86.45 | 498.14

Isvia Accidental | 31 | 299.43 133.11 23.91 | 132.48 | 574.25
Total 74 | 275.88 128.42 14.93 86.45 | 617.44

Natural | 29 | 275.46 161.33 29.96 | 115.68 | 948.56
peroxidacion Suicida 14 | 264.88 136.29 36.42 44,11 466.21

Isvip Accidental | 31 | 276.08 122.99 22.09 | 114.15 | 599.24
Total 74 | 273.72 139.73 16.24 4411 | 948.56

Natural | 29 | 255.43 114.50 21.26 | 127.71 | 641.72
peroxidacion Suicida | 14 | 273.87 177.84 47.53 43.10 | 701.38

livip Accidental | 31 | 285.17 108.89 19.56 | 134.89 | 581.60
Total 74 | 271.38 125.37 14.57 43.10 | 701.38

Natural 29 | 278.82 127.86 23.74 87.17 667.74
Suicida 14 | 251.76 138.18 36.93 51.17 512.33
Accidental | 31 | 274.94 103.94 18.67 111.04 | 517.45
Total 74 | 272.08 119.21 13.86 51.17 667.74

peroxidacién lit

Natural | 29 | 261.98 121.18 22.50 88.79 | 626.11
peroxidacion Suicida | 14 | 269.49 155.10 41.45 18.21 | 558.44

livia Accidental | 31 | 275.39 102.15 18.35 | 125.68 | 569.09
Total 74 | 269.02 119.34 13.87 1821 | 626.11

Natural 29 | 278.88 122.90 22.82 111.90 | 719.77
Suicida 14 | 262.04 142.21 38.01 70.94 535.19
Accidental | 31 | 280.95 124.23 22.31 133.72 | 686.14
Total 74 | 276.56 125.65 14.61 70.94 719.77

peroxidacion Ivil

Natural 29 | 334.47 338.81 62.92 85.38 | 1531.48
Suicida 14 | 473.90 656.38 175.42 44.28 | 2515.86
Accidental | 31 | 289.11 143.43 25.76 134.72 | 731.79
Total 74 | 341.84 365.73 42.51 44.28 | 2515.86

peroxidacion livd

Natural 29 | 315.76 295.89 54.95 96.82 | 1512.70
Suicida 14 | 267.47 215.22 57.52 40.56 831.19
Accidental | 31 | 297.12 119.11 21.39 134.85 | 531.41
Total 74 | 298.81 219.01 25.46 40.56 | 1512.70

peroxidacion la

Natural 29 | 287.57 157.17 29.19 130.02 | 774.48
Suicida 14 | 291.43 203.19 5431 83.15 797.23
Accidental | 31 | 285.50 110.64 19.87 142.30 | 592.25
Total 74 | 287.43 147.86 17.19 83.15 797.23

Peroxidac.media
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Leyenda de la tabla 24a:

LST = Lipoperoxidacion en tercio superior del tabique interventricular
LSVD = Lipoperoxidacion en zona superior del ventriculo derecho

LSVIL = Lipoperoxidacion en zona superolateral del ventriculo izquierdo
LSVIA =Lipoperoxidacion en zona superoanterior del ventriculo izquierdo
LSVIP =Lipoperoxidacién en zona superoposterior del ventriculo izquierdo
LIVIP=Lipoperoxidacion en zona inferoposterior del ventriculo izquierdo
LIT = Lipoperoxidacion en tercio inferior del tabique interventricular
LIVIA= Lipoperoxidacion en zona inferoanterior del ventriculo izquierdo
LIVIL=Lipoperoxidacion en zona inferolateral del ventriculo izquierdo
LIVD=Lipoperoxidacion en zona inferior del ventriculo derecho

LA =Lipoperoxidacion en apex

PEROXMED = Peroxidacion media

Tabla 24b. Descriptivos de los valores de peroxidacioén lipidica en GRUPO 2 de
la clasificacion diagnéstica

Variable Etiologial | N | Media Des'V|.aC|on Error Minimo | Maximo
tipica tipico
Natural 27 | 32.43 21.43 4.12 8.69 79.99
) Suicida | 13| 28.70 20.14 5.59 5.87 78.03
lipoperox.suero -
Accidental | 31 | 32.21 19.35 3.48 6.35 99.12
Total 71 | 31.65 20.06 2.38 5.87 99.12
Natural 27 | 19.47 13.61 2.62 4.63 56.78
) Suicida | 13 | 11.66 6.30 1.75 3.04 28.51
lipoperox.lp -
Accidental | 31 | 15.88 11.06 1.99 3.17 4552
Total 71| 16.47 11.66 1.38 3.04 56.78
Natural |27 | 12.96 22.09 4.25 -17.76 | 67.85
liprexosuero | syicida | 13 | 17.04 21.40 5.93 -13.86 | 67.17
menos
pericardico | Accidental | 31 | 16.33 |  16.54 2.97 -3.26 | 72.02
Total 71| 15.18 19.50 2.31 -17.76 | 72.02

Leyenda de la tabla: LpSuero (Lipoperoxidacion Suero).Lp (Lipoperoxidacion Liquido

Pericardico).Lp-Lpc; (Lipoperoxidacion suero menos liquido pericardico).

La Lipoperoxidaclon no fue significativa para GRUPO 3 de clasificacion diagnostica

por lo que no se ha incluido tabla con los valores medios y de dispersion.
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RESULTADOS DEL ESTUDIO ESTADISTICO ANALITICO DE LA
LIPOPREOXIDACION EN TEJIDO CARDIACO
Tras el andlisis estadistico de los niveles de peroxidacion lipidica encontramos que
practicamente casi todos tienen significacion estadistica cuando se hizo frente al
GRUPO 1 de diagnosticos de causa de muerte. No se encontré dicha significacion
cuando se analiz6 frente a la forma de estratificar las causas de muerte en GRUPO 2 ni
en el GRUPO 3. El diagndstico de causa de muerte que mejor separa los niveles de
peroxidacion son las muertes naturales del resto de causas (tabla 26).La significacion
estadistica para la lipoperoxidacion fue obtenida en cada una de las areas cardiacas
estudiadas (P< 0.001, Test de K-W) (tabla 25). Los datos que mostramos a continuacion
son las comparaciones con el test U de Mann-Whitney entre parejas frente a GRUPO 1
de causas diagnosticas:
-Lipoperoxidacion Lst.-
- Otras causas de muertes naturales vs.
o IM, P=0.001
O Asfixia por sumersion, P=0.049
O Traumatismo, P =0.007
-Lipoperoxidacion Isvd- .-
- Otras causas de muertes naturales vs. traumatismo con P=0.010
-Lipoperoxidacion Isvil-.
- Otras causas de muertes naturales vs.
o IM, P=0.001
0 Asfixia por sumersion, P=0.014
-Lipoperoxidacion Isvia-.
- Otras causas de muertes naturales vs.
o IM, P=0.004
0 Traumatismo, P=0.008
-Lipoperoxidacion Isvip-.
- Otras causas de muertes naturales vs.
o IM,P=0.001

0 Traumatismo, P=0.002
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-Lipoperoxidacion livip -.
- Otras causas de muertes naturales vs.
o IM, P=0.002
0 Traumatismo, P=0.004
-Lipoperoxidacion lit-.
- Otras causas de muertes naturales vs.
o IM, P=0.001
0 Traumatismo, P=0.010
-Lipoperoxidacion livia-. (P= 0.002, test de K-W) tras establecer la correccion con las
comparaciones a través del test U de Mann-Whitney entre parejas:
- Otras causas de muertes naturales vs.
o IM, P=0.001
0 Traumatismo, P=0.015
-Lipoperoxidacion lvil-. (P= 0.001, test de K-W) que se corrigié en comparaciones
multiples a través del test U de Mann-Whitney para comparacion entre parejas;
- Otras causas de muertes naturales vs.
o IM, P=0.000
0 Traumatismo, P=0.030
-Lipoperoxidacion livd-. (P= 0.005, test de K-W) que se corrigidé en comparaciones
multiples a través del test U de Mann-Whitney para comparacion entre parejas;
Oreas Causas de Muertes Naturales vs.
o IM, P=0.003
O Traumatismo, P=0.025
-Lipoperoxidacion la-.
- Otras causas de muertes naturales vs.
o IM,P=0.000
0 Traumatismo, P=0.001
-Lipoperoxidacion media-. (P= 0.000, test de K-W) fue la que mejor resultado dio en la
evaluacion que tras corregirlas comparaciones multiples a través del test U de Mann-
Whitney entre parejas permitio diferenciar entre:
Otras causas de muertes naturales vs.
o IM, P=0.000

O Asfixia por sumersion, P=0.031
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0 Traumatismo, P=0.004
Se puede apreciar que la Media de lipoperoxidacion en las distintas areas cardiacas fue
capaz de diferenciar significativamente la muertes debidas a “Otras causas naturales”
del resto de las causas salvo asfixias por ahorcamiento. Esta tltima pudo separarse de
otras causas de muertes naturales mediante la lipoperoxidacién del suero.
-La lipoperoxidacién en suero -. (P= 0.000, test de K-W) fue la que mejor resultado dio
en la evaluacion que tras corregirlas comparaciones multiples a través del test U de
Mann-Whitney entre parejas permiti6 diferenciar entre:
Otras causas de muertes naturales vs.

O Asfixia por ahorcadura, P= 0.024
El célculo realizado entre peroxidacion en suero y en tejido (Lps-LpLc) permitid
obtener significacion estadistica (P=0, 000, test de K-W) para diferenciar “otras causas
de muerte natural “frente al resto de causas, excepto IM.
- Lps-LpL una vez corregidas las comparaciones multiples a través del test U de Mann-
Whitney para comparacion entre parejas;

- Otras causas de muertes naturales vs.
0 Asfixias por ahorcadura, P= 0.044
0 Asfixia por sumersion, P= 0.024

0 Traumatismo, P=0.000

No hubo significacion estadistica cuando se enfrentaron los distintos parametros de
lipoperoxidacién con la estratificacion de casusas de muerte presentes en GRUPO 2y

GRUPO 3
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TABLAS CON LOS RESULTADOS DEL ESTUDIO ESTADISTICO ANALITICO
DE LOS VALORES DE PEROXIDACIONLIPIDICA

Tabla 25a. Comparacién de los valores de peroxidacion lipidica en
GRUPO 1 de la clasificacion diagndstica (Prueba de Kruskal-

Wallis)
Variable Chi-cuadrado | gl Valor de P Resultado

peroxidacion Ist 20.329 4 .000 si
peroxidacion Isvd 18.368 4 .001 si
peroxidacion Isvil 22.657 4 .000 si
peroxidacion Isvia 18.434 4 .001 si
peroxidacién Isvip 20.692 4 .000 si
peroxidacion livip 18.502 4 .001 si
peroxidacion lit 18.022 4 .001 si
peroxidacion livia 17.518 4 .002 si
peroxidacion lvil 19.043 4 .001 si
peroxidacion livd 14.809 4 .005 si
peroxidacion la 22.701 4 .000 si
Peroxidac.media 22.273 4 .000 si
lipoperox.suero 29.100 4 .000 si
lipoperox.Ip 6.994 4 .136 no
liprexosuero menos |, g5y 4 .000 si

pericardico

(Si) Si existen diferencias estadisticamente significativas en los valores de la variable numérica en las diferentes
causas.

(No) No existen diferencias estadisticamente significativas en los valores de la variable numérica en las diferentes
causas.

LST = Lipoperoxidacion en tercio superior del tabique interventricular
LSVD = Lipoperoxidacion en zona superior del ventriculo derecho

LSVIL = Lipoperoxidacion en zona superolateral del ventriculo izquierdo
LSVIA =Lipoperoxidacion en zona superoanterior del ventriculo izquierdo
LSVIP =Lipoperoxidacién en zona superoposterior del ventriculo izquierdo
LIVIP=Lipoperoxidacion en zona inferoposterior del ventriculo izquierdo
LIT = Lipoperoxidacion en tercio inferior del tabique interventricular
LIVIA= Lipoperoxidacion en zona inferoanterior del ventriculo izquierdo
LIVIL=Lipoperoxidacioén en zona inferolateral del ventriculo izquierdo
LIVD=Lipoperoxidacion en zona inferior del ventriculo derecho

LA =Lipoperoxidacion en apex

PEROXMED = Peroxidacion media

LpSuero (Lipoperoxidacion Suero).Lp (Lipoperoxidacion Liquido Pericardico).Lp-Lpc; (Lipoperoxidacion suero
menos liquido pericardico).
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Tabla 25b. Comparacion de los valores de peroxidacion lipidica en

GRUPO 2 de la clasificacion diagndstica (Prueba de Kruskal-

Wallis)
Variable Chi- gl Valor de P | Resultado
cuadrado
peroxidacion Ist 1.193 2 .551 NO
peroxidacion Isvd 119 2 .942 NO
peroxidacion Isvil .710 2 .701 NO
peroxidacion Isvia 1.866 2 .393 NO
peroxidacion Isvip .239 2 .887 NO
peroxidacion livip 1.593 2 451 NO
peroxidacion lit 141 2 .932 NO
peroxidacion livia .546 2 .761 NO
peroxidacion Ivil .458 2 .795 NO
peroxidacion livd .527 2 .768 NO
peroxidacion la 3.683 2 .159 NO
Peroxidac.media .610 2 737 NO
lipoperox.suero .749 2 .688 NO
lipoperox.Ip 2.683 2 .261 NO

Los parametros dela lipoperoxidacion no fueron significativa para GRUPO 3 de

clasificacion diagndstica por lo que no se ha incluido tabla de estadistica analitica.
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Tabla 26. Comparacidn entre causas diagndsticas de los valores de peroxidacion
lipidica para el GRUPO 1 (Test de la U de Mann-Whitney)

Otras
. L. Asfixia por Infarto de Asfixia por . causas de
peroxidacion Ist . . i Traumatismo
ahorcadura miocardio sumersion muerte
natural
Asfixia por
ahorcadura - 0.445 1.000 1.000 1.000
Infarto de
miocardio - 1.000 1.000 0.001
Asfixia por
sumersion - 1.000 0.049
Traumatismo - 0.007
Otras causas de )
muerte natural
Otras
peroxidacion Asfixia por Infarto de Asfixia por . causas de
X . = Traumatismo
Isvd ahorcadura miocardio sumersion muerte
natural
Asfixia por
ahorcadura - 0.898 1.000 1.000 1.000
Infarto de
miocardio - 1.000 1.000 0.804
Asfixia por
sumersion - 1.000 0.524
Traumatismo - 0.010
Otras causas de )
muerte natural
Otras
peroxidacion Asfixia por Infarto de Asfixia por . causas de
. . . L Traumatismo
Isvil ahorcadura miocardio sumersion muerte
natural
a’*hsg'r’é':d‘fﬁ; - 0.202 1.000 1.000 0.801
Infarto de
miocardio - 0.417 0.839 0.000
Asfixia por
sumersion - 1.000 0.014
Traumatismo - 0.113

Otras causas de

muerte natural
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Otras
peroxidacion Asfixia por Infarto de Asfixia por . causas de
; . . C Traumatismo
Isvia ahorcadura miocardio sumersion muerte
natural
Asfixia por
ahorcadura - 0.718 1.000 1.000 0.898
Infarto de
miocardio - 1.000 1.000 0.004
Asfixia por
sumersion - 1.000 0.057
Traumatismo - 0.008
Otras causas de )
muerte natural
Otras
peroxidacion Asfixia por Infarto de Asfixia por . causas de
; . . s Traumatismo
Isvip ahorcadura miocardio sumersion muerte
natural
Asfixia por
ahorcadura - 1.000 1.000 1.000 0.718
Infarto de
miocardio - 1.000 1.000 0.001
Asfixia por
sumersion - 1.000 0.417
Traumatismo - 0.002
Otras causas de )
muerte natural
Otras
pero>§|QaC|on Asfixia por Infarto qe Asfixia POT | Traumatismo | €2USas de
livip ahorcadura miocardio sumersion muerte
natural
Asfixia por
ahorcadura - 0.568 1.000 0.718 1.000
Infarto de
miocardio - 1.000 1.000 0.002
Asfixia por
sumersion - 1.000 0.468
Traumatismo - 0.004
Otras causas de )
muerte natural
Otras
. S Asfixia por Infarto de Asfixia por . causas de
peroxidacion lit . . - Traumatismo
ahorcadura miocardio sumersion muerte
natural
Asfixia por
ahorcadura - 0.568 1.000 1.000 1.000
Infarto de
miocardio - 1.000 1.000 0.001
Asfixia por
sumersion - 1.000 0.371
Traumatismo - 0.010

Otras causas de
muerte natural
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Otras
peroxidacion Asfixia por Infarto de Asfixia por Traumatismo | €2usas de
livia ahorcadura miocardio sumersion muerte
natural
#i=xia por - 0.898 1.000 1.000 1.000
Infarto de : 1.000 1.000 0.001
Asfixia por
sumersion - 1.000 0.076
Traumatismo - 0.015
Otras causas de )
muerte natural
Otras
peroxidacién Ivil Asfixia por In_farto d_e Asfixia POT | Traumatismo | C2USas de
ahorcadura miocardio sumersion muerte
natural
Asfixia por
ahorcadura - 0.445 1.000 1.000 1.000
::]‘Ifg‘g;or;f) - 1.000 1.000 0.000
Asfixia por
sumersion - 1.000 0.227
Traumatismo - 0.030
Otras causas de )
muerte natural
Otras
peroxidacion Asfixia por Infarto de Asfixia por Traumatismo | €2usas de
livd ahorcadura miocardio sumersion muerte
natural
Jisfia por ; 1.000 1.000 1.000 1.000
Infarto de
miocardio - 1.000 1.000 0.003
Asfixia por
sumersion - 1.000 0.134
Traumatismo - 0.025
Otras causas de )
muerte natural
Otras
. - Asfixia por Infarto de Asfixia por . causas de
peroxidacion la X . t Traumatismo
ahorcadura miocardio sumersion muerte
natural
Asfixia por
ahorcadura - 0.303 1.000 1.659 1.000
Infarto de
miocardio - 1.000 1.000 0.000
Asfixia por
sumersion - 1.000 0.088
Traumatismo - 0.001

Otras causas de
muerte natural
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Otras
. . Asfixia por Infarto de Asfixia por . causas de
Peroxidac.media X . v Traumatismo
ahorcadura miocardio sumersion muerte
natural
Asfixia por
ahorcadura - 0.639 1.000 1.000 1.000
Infarto de
miocardio - 1.000 1.000 0.000
Asfixia por
sumersion - 1.000 0.031
Traumatismo - 0.004
Otras causas de )
muerte natural
Otras
. Asfixia por Infarto de Asfixia por . causas de
lipoperox.suero X . v Traumatismo
ahorcadura miocardio sumersion muerte
natural
Asfixia por
ahorcadura - 1.000 1.000 0.675 0.024
Infarto de
miocardio - 1.000 1.000 0.000
Asfixia por
sumersion - 0.839 0.076
Traumatismo - 1.000
Otras causas de )
muerte natural
liprexosuero Otras
Asfixia por Infarto de Asfixia por . causas de
menos . . v, Traumatismo
. . ahorcadura miocardio sumersion muerte
pericardico
natural
Asfixia por
ahorcadura - 1.000 1.000 1.000 0.044
Infarto de
miocardio - 1.000 0.629 0.166
Asfixia por
sumersion - 1.000 0.024
Traumatismo - 0.000

Otras causas de
muerte natural
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MARCADORES HISTOLOGICOS DE LESION CARDIACA

RESULTADOS DEL ESTUDIO ESTADISTICO DESCRIPTIVO DE LOS
MARCADORES HISTOLOGICOS CARDIACOS (cTnl y ¢TnT).

En las tablas 27 a 36 se detallan los valores medios y de dispersion de troponina Iy T en

funcion de los grupos de diagnostico.

Variable Causa N Media De§V|_aC|on I’Er_ror Minimo | Maximo
tipica tipico
Asfixia por 23 2.707 0.334 0.070 2.00 | 3.00
ahorcadura
Infarto de 50 2.672 0.544 0.077 0.00 | 3.00
miocardio
MANUAL TI MEDIA Asfixia por 11 2.932 0.162 0.049 250 | 3.00
INTENS sumersion
Traumatismo 25 2.830 0.316 0.063 2.00 | 3.00
Otras causas de 42 2.674 0.479 0.074 75 3.00
muerte natural
Total 151 2.723 0.447 0.036 0.00 | 3.00
Asfixia por 23 2.754 0.257 0054 | 225 | 3.00
ahorcadura
Infarto de 49 2.701 0.345 0049 | 200 | 3.00
miocardio
MANUAL TI MEDIA Asfixia por 11 2.909 0.302 0.091 2.00 | 3.00
EXTENS sumersion
Traumatismo 25 2.730 0.443 0.089 1.67 3.00
Otras causas de 42 2.743 0.390 0.060 75 3.00
muerte natural
Total 150 2.741 0.361 0.029 75 3.00
MANUAL TI MEDIA INTENS = Semicuantitativa ¢Tnl media Intensidad; MANUAL TI MEDIA EXTENS= Semicuantitativa
¢Tnl media Extension
Variable Causa N Media Des'vl'acmn ?”Tor Minimo | Maximo
tipica tipico
Asfixia por 23 0.087 0.033 0.007 04 18
ahorcadura
Infarto de 50 0.106 0.074 0.010 .04 43
miocardio
AUTOM TRP | Asfixia por 11 0.119 0.083 0.025 .04 32
MED INT sumersion
Traumatismo 26 0.116 0.082 0.016 .01 .38
Otras causas de | 4 0.097 0.060 0.009 0.00 30
muerte natural
Total 153 0.103 0.067 0.005 0.00 43
Asfixia por 23 53.917 6.291 1.312 37.10 | 63.99
ahorcadura
Infarto de 50 55.550 6.466 0914 | 2565 | 70.77
miocardio
AUTOM TROP | Asfixia por 11 58.009 4.412 1.330 51.20 | 64.60
MED EXT sumersion
Traumatismo 26 56.313 9.544 1.872 22.04 | 67.29
Otras causas de | 4 49.800 12.432 1.896 0.00 | 63.17
muerte natural
Total 153 53.995 9.275 0.750 0.00 | 70.77

AUTOM TI MEDIA INTENS = Automatico cTnl media Intensidad; AUTOM TI MEDIA EXTENS= AutomaticocTnl media

Extension
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Variable Causa N Media De§V|_aC|on I’Er_ror Minimo | Maximo
tipica tipico
Asfixia por
0
ahorcadura
Infarto de 19 0.213 0.537 0.123 .03 2.42
miocardio
AUTOM TROP | Asfixia por 0
APEX INT sumersion
Traumatismo 1 0.094 .09 .09
Otras causas de 16 0.121 0.106 0.026 .02 43
muerte natural
Total 36 0.169 0.394 0.066 .02 2.42
Asfixia por
0
ahorcadura
Infarto de 19 61.319 10.228 2346 | 36.87 | 73.11
miocardio
Asfixia por 0
AUT TREOXI?FI APEX sumersién
Traumatismo 1 65.560 65.56 65.56
Otras causas de 16 60.733 11.738 2935 | 27.47 | 76.41
muerte natural
Total 36 61.176 10.653 1.776 27.47 76.41
Asfixia por 23 0.074 0.052 0.011 01 23
ahorcadura
Infarto de 49 0.110 0.139 0020 | 000 | .80
miocardio
Asfixia por
AUTM TROP | IT sumersion 11 0.097 0.056 0.017 .04 .23
INTENS -
Traumatismo 23 0.089 0.068 0.014 0.00 .24
Otras causasde | ) 0.096 0.094 0015 | 000 | .41
muerte natural
Total 147 0.096 0.101 0.008 0.00 .80
Asfixia por 23 57.187 8.991 1.875 | 34.00 | 69.24
ahorcadura
Infarto de 49 58.246 11.329 1618 | 000 | 78.58
miocardio
Asfixia por
AUTMETXRTOP 1T sumersién 11 62.625 6.309 1.902 52.34 71.10
Traumatismo 21 59.714 13.481 2.942 10.00 77.87
Otras causas de 39 56.150 8.776 1.405 | 23.00 | 72.91
muerte natural
Total 143 58.057 10.396 0.869 0.00 78.58
Asfixia por 16 0.088 0.054 0.014 03 | 24
ahorcadura
Infarto de
miocardio 46 0.092 0.068 0.010 0.00 .35
Asfixia por
AUTM 'rlﬁ(_?p 1 IVIP sumersion 2 0.093 0.059 0.042 .05 .14
Traumatismo 13 0.092 0.079 0.022 .02 31
Otras causas de 39 0.078 0.063 0.010 0.00 27
muerte natural
Total 116 0.087 0.065 0.006 0.00 .35
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RESULTADOS

Desviacién

Error

Variable Causa N Media P . Minimo | Maximo
tipica tipico
Asfixia por
ahorcadura 16 55.125 6.985 1.746 45.00 67.00
Infarto de 45 58.325 9.259 1.380 | 22.00 | 76.76
miocardio
Asfixia por
AUTM 'g((_)rp 1 IVIP sumersion 2 58.000 2.828 2.000 56.00 | 60.00
Traumatismo 13 58.462 7.623 2.114 50.00 76.00
Otras causas de 38 52.781 12.839 2.083 1.00 | 73.56
muerte natural
Total 114 56.038 10.324 0.967 1.00 76.76
Asfixia por 20 0.078 0.054 0.012 0.00 18
ahorcadura
Infarto de 49 0.098 0.091 0013 | 000 | .44
miocardio
Asfixia por 5 0.084 0.017 0.008 .06 10
AUTM TI IVIL INT sumersion
Traumatismo 20 0.128 0.162 0.036 0.00 .68
Otras causas de 41 0.100 0.101 0.016 0.00 52
muerte natural
Total 135 0.100 0.102 0.009 0.00 .68
Asfixia por 18 54.918 11.107 2618 | 26.36 | 73.66
ahorcadura
Infarto de 45 58.221 9.725 1450 | 31.76 | 80.74
miocardio
Asfixia por
AUTM IVIL TI sumersién 5 60.950 6.497 2.906 52.00 69.15
EXTNS ,
Traumatismo 17 58.310 15.769 3.825 7.00 78.15
Otras causas de 39 54.019 10.325 1.653 | 23.70 | 69.83
muerte natural
Total 124 56.542 11.054 0.993 7.00 80.74
Asfixia por
0
ahorcadura
Infarto de
miocardio 19 0.080 0.078 0.018 .02 .38
Asfixia por 0
AUTM TI IVID INT sumersion
Traumatismo 0
Otras causas de | 4, 0.104 0.090 0.022 00 | .33
muerte natural
Total 36 0.091 0.083 0.014 .00 .38
Asfixia por
0
ahorcadura
Infarto de 19 59.316 6.397 1.468 | 46.16 | 76.63
miocardio
Asfixia por 0
AUTM TI IVID EXT sumersion
Traumatismo 0
Otras causas de 17 56.711 19.532 4737 484 | 71.97
muerte natural
Total 36 58.086 14.042 2.340 4.84 76.63
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Variable Causa N Media De§V|_aC|on I’Er_ror Minimo | Maximo
tipica tipico
Asfixia por
0
ahorcadura
Infarto de 18 0.095 0.066 0.016 03 28
miocardio
Asfixia por 0
AUTM TI SVIP INT sumersion
Traumatismo 0
Otras causas de
muerte natural 17 0.083 0.086 0.021 .00 .38
Total 35 0.089 0.075 0.013 .00 .38
Asfixia por 0
ahorcadura
Infarto de 18 62.992 8.094 1.008 | 47.32 | 75.32
miocardio
Asfixia por 0
AUTM TI SVIP EXT sumersion
Traumatismo 0
Otras causas de 17 55.012 18.355 4.452 319 | 74.28
muerte natural
Total 35 59.116 14.411 2.436 3.19 75.32
Asfixia por
ahorcadura 16 0.097 0.062 0.016 0.00 .23
Infarto de 46 0.113 0.107 0.016 0.00 57
miocardio
Asfixia por
AUTM TI SVD INT SUmersion 2 0.628 0.482 0.341 .29 .97
Traumatismo 13 0.101 0.078 0.022 0.00 .25
Otras causas de 41 0.128 0.212 0.033 0.00 | 1.36
muerte natural
Total 118 0.123 0.165 0.015 0.00 1.36
Asfixia por 16 52.250 14.826 3.706 0.00 | 65.00
ahorcadura
Infarto de 45 58.802 11.691 1743 | 000 | 80.20
miocardio
Asfixia por
AUTM TI SVD EXT sumersion 2 65.500 4.950 3.500 62.00 69.00
Traumatismo 12 52.000 19.079 5.508 -6.00 65.00
Otras causas de | ) 51.731 19.965 3118 | 000 | 80.46
muerte natural
Total 116 54.811 16.370 1.520 -6.00 | 80.46
Asfixia por
0
ahorcadura
Infarto de 19 0.086 0.048 0.011 03 21
miocardio
Asfixia por 0
AUTM TI SVID INT sumersion
Traumatismo 0
Otras causas de 18 0.114 0.103 0.024 01 41
muerte natural
Total 37 0.100 0.080 0.013 .01 41
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RESULTADOS

Desviacién

Error

Variable Causa N Media P . Minimo | Maximo
tipica tipico
Asfixia por
0
ahorcadura
Infarto de 19 60.123 6.762 1551 | 47.70 | 74.57
miocardio
Asfixia por 0
AUTM TI SVID EXT sumersion
Traumatismo 0
Otras causas de 18 53.815 15.689 3.698 | 13.33 | 69.06
muerte natural
Total 37 57.054 12.219 2.009 13.33 74.57
Asfixia por 0
ahorcadura
Infarto de 19 0.085 0.046 0.011 02 21
miocardio
Asfixia por 0
AUTM TI IVD INT sumersion
Traumatismo 0
Otras causasde | ¢ 0.102 0.074 0.019 01 | 24
muerte natural
Total 35 0.093 0.060 0.010 .01 .24
Asfixia por
0
ahorcadura
Infarto de 19 62.432 5.167 1.185 | 52.36 | 71.35
miocardio
Asfixia por 0
AUTM TI IVD EXT sumersion
Traumatismo 0
Otras causas de 16 60.482 10.065 2516 | 3321 | 71.16
muerte natural
Total 35 61.541 7.733 1.307 33.21 71.35
Asfixia por 1 0.042 04 | .04
ahorcadura
Infarto de 1 0.106 11 11
miocardio
Asfixia por
AUTM TI SVIL INT sumersion 2 0-086 0.056 0.040 05 13
Traumatismo 3 0.182 0.099 0.057 .08 .28
Otras causas de 1 0.077 08 08
muerte natural
Total 8 0.118 0.080 0.028 .04 .28
Asfixia por
ahorcadura 1 33.550 33.55 33.55
Infarto de 1 67.050 67.05 | 67.05
miocardio
Asfixia por
AUTM TI SVIL EXT SUMersion 2 65.095 0.573 0.405 64.69 | 65.50
Traumatismo 3 69.410 6.946 4.011 62.17 76.02
Otras causas de
muerte natural 1 64.390 64.39 64.39
Total 8 62.926 12.618 4.461 33.55 76.02
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Leyenda tabla 27.

AUTOM TROP I APEX INT= Automético cTnI Apex Intensidad

AUT TROP I APEX EXT = Automatico cTnI Apex Extension

AUTM TROP I IT INTENS = Automatico cTnl tabique interventricular Intensidad

AUTM TROP I IT EXT = Automatico cTnl tabique interventricular Extension

AUTM TROP I IVIP INT = Automatico cTnl area inferior del ventriculo izquierdo cara posterior Intensidad
AUTM TROP I IVIP EXT = Automatico cTnl area inferior del ventriculo izquierdo cara posterior Extension
AUTM TI IVIL INT = Automaético cTnl area inferior del ventriculo izquierdo cara lateral Intensidad
AUTM IVIL TI EXTNS = Automatico cTnl area inferior del ventriculo izquierdo cara lateral extension
AUTM TI IVID INT = Automatico c¢Tnl area inferior del ventriculo izquierdo cara distal Intensidad
AUTM TI IVID EXT= Automatico cTnl area inferior del ventriculo izquierdo cara distal Extension
AUTM TI SVIP INT = Automatico cTnl area superior del ventriculo izquierdo cara posterior Intensidad
AUTM TI SVIP EXT= Automatico cTnl area superior del ventriculo izquierdo cara posterior Extension
AUTM TI SVD INT = Automatico cTnl area superior del ventriculo derecho Intensidad

AUTM TI SVD EXT= Automatico cTnl area superior del ventriculo derecho Extension

AUTM TI SVID INT= Automatico c¢Tnl area superior del ventriculo izquierdo cara distal Intensidad
AUTM TI SVID EXT= Automatico cTnl area superior del ventriculo izquierdo cara distal extension
AUTM TI IVD INT = Automatico cTnl area inferior del ventriculo derecho Intensidad

AUTM TI IVD EXT= Automatico cTnl &rea inferior del ventriculo derecho Extension

AUTM TI SVIL INT = Automaético cTnl area superior del ventriculo izquierdo cara lateral Intensidad
AUTM TI SVIL EXT = Automético cTnl area superior del ventriculo izquierdo cara lateral Extension
AUTM TI IVD INT = Automatico cTnl area inferior del ventriculo derecho Intensidad

AUTM TIIVD EXT = Automatico c¢Tnl area inferior del ventriculo derecho Extension

AUTM TI SVIL INT = Automaético cTnl area superior del ventriculo izquierdo cara lateral Intensidad

AUTM TI SVIL EXT = Automatico cTnl area superior del ventriculo izquierdo cara lateral Extension
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Variable Causa N Media De§VI_a0|on Er_ror Minimo | Maximo
tipica tipico
Infarto de miocardio 50 | 1.201 1.050 0.149 | 0.00 3.00
Asfixia por sumersion 11 | 1.023 1.003 0.302 0.00 3.00
Traumatismo 25 | 0.967 0.839 0.168 | 0.00 2.67
Otras causas de muerte | ,, | 997 | 1013 | 0156 | 0.00 | 3.00
natural
Total 151 | 0.994 0.994 0.081 | 0.00 3.00
Asfixia por ahorcadura 23 | 0.598 0.965 0.201 0.00 3.00
Infarto de miocardio 50 | 1.190 1.025 0.145 | 0.00 3.00
Asfixia por sumersion 11 | 1.068 0.895 0.270 | 0.00 2.00
MANTROP T MEDIA _
EXTEN Traumatismo 25 | 1.127 0.920 0.184 0.00 2.50
Otras causas de muerte | ,, | o959 | 0910 | 0140 | 0.00 | 2.62
natural
Total 151 | 1.016 0.967 0.079 | 0.00 3.00
MAN TROP T MEDIA INT = SemicuantitativoTnT media Intensidad
MANTROP T MEDIA EXTEN = Semicuantitativol cTnT media Extension
Variable Causa N Media Des:V|_aC|on I?r_ror Minimo | Maximo
tipica tipico
Asfixia por 23 0.009 0.020 0.004 0.00 .09
ahorcadura
Infarto de 50 0.013 0.017 0.002 0.00 .07
miocardio
Asfixia por
AUTM ;Il—\ITTMEDIA Sumersion 11 0.011 0.016 0.005 0.00 .05
Traumatismo 26 0.014 0.026 0.005 0.00 13
Otras causas de 42 0.010 0.014 0.002 0.00 07
muerte natural
Total 152 0.011 0.018 0.001 0.00 13
Asfixia por 23 7.982 13.714 2.860 0.00 | 5351
ahorcadura
Infarto de 50 13.903 15.326 2.167 0.00 | 50.17
miocardio
AUTM TT MEDIA Asfixia por 11 14.663 16.762 5.054 0.00 | 42.10
EXT sumersion
Traumatismo 26 16.641 29.210 5.728 0.00 145.68
Otras causas de 42 11.467 12.828 1.979 0.00 | 40.04
muerte natural
Total 152 12.857 17.759 1.440 0.00 | 145.68

AUTM TT MEDIA INT= Cuantitativo ¢TnT media Intensidad
AUTM TT MEDIA EXT= Cuantitativo ¢TnT media Extension
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Variable Causa N Media De§V|_aC|on I?r_ror Minimo | Maximo
tlplca tIpICO
Asfixia por
0
ahorcadura
Infarto de 17 0.021 0.024 0006 | 000 | .08
miocardio
AUTM TT APEX Asfixia por 0
INT sumersion
Traumatismo 0
Otras causas de 16 0.012 0.016 0.004 0.00 05
muerte natural
Total 33 0.017 0.020 0.004 0.00 .08
Asfixia por 0
ahorcadura
Infarto de 17 25.240 19.119 4637 | 000 | 5091
miocardio
AUTM TT APEX Asfixia por 0
EXT sumersion
Traumatismo 0
Otras causas de 16 17.032 17.355 4.339 0.00 | 44.82
muerte natural
Total 33 21.260 18.475 3.216 0.00 | 50.91
Asfixia por 23 0.002 0.006 0.001 0.00 .03
ahorcadura
Infarto de 49 0.009 0.024 0003 | 000 | .14
miocardio
Asfixia por
AUTM TT IT INT umerron 11 0.001 0.004 0.001 0.00 01
Traumatismo 24 0.010 0.028 0.006 0.00 A1
Otras causas de 42 0.007 0.016 0.002 0.00 .06
muerte natural
Total 149 0.007 0.020 0.002 0.00 14
Asfixia por 22 8.045 15.192 3.239 0.00 | 54.00
ahorcadura
Infarto de 49 11.353 15.859 2266 | 0.00 | 57.87
miocardio
Asfixia por
AUTM TT IT EXT umersion 11 14.818 17.209 5.189 0.00 | 42.00
Traumatismo 22 13.864 19.633 4.186 0.00 | 62.00
Otras causas de 39 10.352 15.704 2515 .10 | 47.77
muerte natural
Total 143 11.224 16.336 1.366 -10 | 62.00
Asfixia por 16 0.009 0.021 0.005 0.00 .07
ahorcadura
Infarto de
i eardio 46 0.015 0.026 0.004 0.00 13
Asfixia por
AUTM TTIVIP INT amoran 2 0.012 0.016 0.012 0.00 .02
Traumatismo 13 0.016 0.025 0.007 0.00 .08
Otras causas de 41 0.008 0.017 0.003 0.00 07
muerte natural
Total 118 0.012 0.022 0.002 0.00 13
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RESULTADOS

Variable Causa N Media De§V|_aC|on [Er_ror Minimo | Maximo
tlplca tIpICO
Asfixia por 14 9.286 19.000 5.078 0.00 | 50.00
ahorcadura
Infarto de 43 16.038 19.964 3.044 | 000 | 61.00
miocardio
Asfixia por
AUTM TT IVIP EXT umereon 2 14.500 20.506 14500 | 0.00 | 29.00
Traumatismo 13 15.308 19.687 5.460 0.00 47.00
Otras causas de 39 11.047 16.607 2.659 0.00 | 50.34
muerte natural
Total 111 13.320 18.534 1.759 0.00 | 61.00
Asfixia por 18 0.002 0.006 0.001 0.00 .03
ahorcadura
Infarto de 47 0.015 0.030 0004 | 000 | .14
miocardio
Asfixia por
AUTM TT IVIL INT sumersion 6 0-000 0.000 0.000 0.00 0.00
Traumatismo 20 0.002 0.007 0.002 0.00 .03
Otras causas de 40 0.018 0.076 0.012 0.00 48
muerte natural
Total 131 0.012 0.046 0.004 0.00 48
Asfixia por 17 4.882 9.493 2.302 0.00 | 33.00
ahorcadura
Infarto de 39 16.496 19.359 3100 | 0.00 | 58.00
miocardio
Asfixia por
AUTM TT IVIL EXT umerron 3 7.000 12.124 7.000 0.00 | 21.00
Traumatismo 16 7.250 10.884 2.721 0.00 31.00
Otras causas de 33 11.228 17.109 2.978 0.00 | 51.15
muerte natural
Total 108 11.425 16.517 1.589 0.00 | 58.00
Asfixia por 0
ahorcadura
Infarto de 17 0.021 0.027 0007 | 000 | .09
miocardio
Asfixia por 0
AUTM TT IVID INT sumersion
Traumatismo 0
Otras causas de 18 0.008 0.012 0.003 0.00 .05
muerte natural
Total 35 0.014 0.022 0.004 0.00 .09
Asfixia por 0
ahorcadura
Infarto de 18 20.166 21.266 5012 | 0.00 | 50.05
miocardio
Asfixia por 0
AUTM TT IVID EXT sumersion
Traumatismo 0
Otras causas de 18 11.531 14.471 3.411 0.00 | 3833
muerte natural
Total 36 15.849 18.454 3.076 0.00 | 50.05
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Variable Causa N Media Degw_amon I’Er_ror Minimo | Maximo
tipica tipico
Asfixia por
0
ahorcadura
Infarto de 19 0.022 0.033 0008 | 000 | .12
miocardio
Asfixia por 0
AUTM TT SVIP INT sumersion
Traumatismo 0
Otras causas de 15 0.007 0.011 0.003 0.00 .04
muerte natural
Total 34 0.015 0.026 0.005 0.00 12
Asfixia por
0
ahorcadura
Infarto de 19 18.731 19.728 4526 | 000 | 53.91
miocardio
AUTM TT SVIP ?lemfsﬁ’;r: 0
EXT
Traumatismo 0
Otras causas de 15 13.274 15.099 3.898 0.00 | 40.07
muerte natural
Total 34 16.323 17.792 3.051 0.00 53.91
Asfixia por
ahorcadura 16 0.003 0.012 0.003 0.00 .05
Infarto de 46 0.014 0.038 0006 | 000 | .23
miocardio
Asfixia por
AUTM TT SVD INT sumersion 2 0.016 0.023 0.016 0.00 .03
Traumatismo 13 0.005 0.013 0.004 0.00 .05
Otras causas de 41 0.008 0.013 0.002 0.00 .05
muerte natural
Total 118 0.010 0.026 0.002 0.00 .23
Asfixia por 16 2.250 7.716 1.929 0.00 | 31.00
ahorcadura
Infarto de 44 15.558 18.998 2864 | 000 | 52.17
miocardio
Asfixia por
AUTM TTSVD EXT sumersion 2 16.500 23.335 16.500 0.00 33.00
Traumatismo 11 8.636 14.137 4.262 0.00 43.00
Otras causasde | 4, 14.472 15.750 2490 | 0.00 | 49.61
muerte natural
Total 113 12.632 16.657 1.567 0.00 52.17
Asfixia por
0
ahorcadura
Infarto de 18 0.012 0.016 0.004 0.00 .05
miocardio
Asfixia por 0
AUTM TT SVID INT sumersion
Traumatismo 0
Otras causas de 17 0.011 0.023 0.005 0.00 .09
muerte natural
Total 35 0.012 0.019 0.003 0.00 .09
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Variable Causa N Media De§V|_aC|on I’Er_ror Minimo | Maximo
tipica tipico
Asfixia por
0
ahorcadura
Infarto de 18 17.176 18.307 4.315 0.00 | 56.94
miocardio
AUTM TT SVID Qj;'jxéfsf’(fr: 0
EXT
Traumatismo 0
Otras causas de 17 13.522 18.197 4.413 0.00 | 48.82
muerte natural
Total 35 15.401 18.079 3.056 0.00 56.94
Asfixia por
0
ahorcadura
Infarto de 18 0.014 0.019 0.005 0.00 .08
miocardio
Asfixia por 0
AUTM TT IVD INT sumersion
Traumatismo 0
Otras causas de |, 0.012 0.019 0005 | 000 | .07
muerte natural
Total 35 0.013 0.019 0.003 0.00 .08
Asfixia por
0
ahorcadura
Infarto de 18 20.153 20.171 4.754 0.00 | 52.88
miocardio
Asfixia por 0
AUTM TT IVD EXT sumersion
Traumatismo 0
Otras causas de 17 18.489 18.727 4542 0.00 | 49.59
muerte natural
Total 35 19.345 19.214 3.248 0.00 52.88
Asfixia por 1 0.000 0.00 | 0.00
ahorcadura
Infarto de
miocardio 1 0.000 0.00 0.00
Asfixia por
AUTM TT SVIL INT sumersion 2 L 0.009 0.007 00 01
Traumatismo 3 0.044 0.073 0.042 0.00 13
Otras causas de 1 0.030 03 03
muerte natural
Total 8 0.022 0.044 0.016 0.00 .13
Asfixia por 1 0.000 0.00 | 0.00
ahorcadura
Infarto de
miocardio 1 0.000 0.00 0.00
Asfixia por
AUTM TT SVIL EXT sumersion 2 18.894 12.475 8.821 10.07 27.72
Traumatismo 3 18.986 24.749 14.289 0.00 46.98
Otras causas de 1 37.368 37.37 | 37.37
muerte natural
Total 8 16.514 18.480 6.534 0.00 46.98
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Leyenda tabla 28

AUTOM TROP T APEX INT= Automatico cTnT Apex Intensidad

AUT TROP T APEX EXT = Automatico cTnT Apex Extension

AUTM TROP T IT INTENS = Automatico cTnT tabique interventricular Intensidad

AUTM TROP T IT EXT = Automatico cTnT tabique interventricular Extension

AUTM TROP T IVIP INT = Automatico cTnT &rea inferior del ventriculo izquierdo cara posterior Intensidad
AUTM TROP T IVIP EXT = Automatico ¢TnT area inferior del ventriculo izquierdo cara posterior Extension
AUTM TT IVIL INT = Automatico ¢cTnT érea inferior del ventriculo izquierdo cara lateral Intensidad
AUTM IVIL TT EXTNS = Automatico cTnTarea inferior del ventriculo izquierdo cara lateral extension
AUTM TT IVID INT = Automatico cTnTarea inferior del ventriculo izquierdo cara distal Intensidad
AUTM TT IVID EXT= Automatico cTnT area inferior del ventriculo izquierdo cara distal Extension
AUTM TT SVIP INT = Automatico cTnT area superior del ventriculo izquierdo cara posterior Intensidad
AUTM TT SVIP EXT= Automatico ¢TnT area superior del ventriculo izquierdo cara posterior Extension
AUTM TT SVD INT = Automatico ¢cTnT area superior del ventriculo derecho Intensidad

AUTM TT SVD EXT= Automatico cTnT area superior del ventriculo derecho Extension

AUTM TT SVID INT= Automatico cTnT area superior del ventriculo izquierdo cara distal Intensidad
AUTM TT SVID EXT= Automatico cTnTarea superior del ventriculo izquierdo cara distal extension
AUTM TT IVD INT = Automatico cTnTarea inferior del ventriculo derecho Intensidad

AUTM TT IVD EXT= Automatico cTnTarea inferior del ventriculo derecho Extension

AUTM TT SVIL INT = Automatico cTnTarea superior del ventriculo izquierdo cara lateral Intensidad
AUTM TT SVIL EXT = Automatico cTnTarea superior del ventriculo izquierdo cara lateral Extension
AUTM TT IVD INT = Automatico cTnT 4rea inferior del ventriculo derecho Intensidad

AUTM TT IVD EXT = Automatico cTnTarea inferior del ventriculo derecho Extension

AUTM TT SVIL INT = Automatico ¢cTnT érea superior del ventriculo izquierdo cara lateral Intensidad

AUTM TT SVIL EXT = Automatico cTnTéarea superior del ventriculo izquierdo cara lateral Extension
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RESULTADOS

Variable Etiologial | N Media Des:w_auon I’Er_ror Minimo Maximo
tipica tipico
Natural 33 2.6552 0.331 0.058 1.77 3.00
MANUAL Tl MEDIA Suicida 10 2.7280 0.316 0.100 2.12 3.00
INTENS Accidental | 26| 2.8950 0.246 0.048 2.00 3.00
Total 69 2.7561 0.316 0.038 1.77 3.00
Natural 33 2.7924 0.272 0.047 2.00 3.00
MANUAL Tl MEDIA Suicida 10 2.9500 0.158 0.050 2.50 3.00
EXTENS Accidental | 26| 2.8219 0.371 0.073 2.00 3.00
Total 69 2.8264 0.302 0.036 2.00 3.00
MANUAL TI MEDIA INTENS= Semicuantitativo cTnl media Intensidad
MANUAL Tl MEDIA EXTENS = Semicuantitativo cTnl media Extensiéon
Variable Etiologial N Media Detsi\éliigon Error tipico Minimo Maximo
Natural 33 1117 0.084 0.015 .01 43
AUTOM TRP Suicida 11 .0946 0.057 0.017 0.00 .18
IMED INT | Accidental 27 1121 0.080 0.015 .03 .38
Total 71 .1092 0.078 0.009 0.00 43
Natural 33 53.3103 9.867 1.718 18.65 65.93
AUTOM Suicida 11 50.2645 18.383 5.543 0.00 64.65
TROP | MED -
EXT Accidental 27 57.7744 5.618 1.081 44.89 65.35
Total 71 54.5361 10.589 1.257 0.00 65.93

AUTOM TRP | MED INT = Cuantitativo cTnl Intensidad
AUTOM TROP | MED EXT = Cuantitativo cTnl Extension
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Variable Etiologial N Media Des'v lacion ]?n.ﬁor Minimo Maximo
tipica tipico
Natural | 28 1964 0.444 0.084 03 242
P Y S . Suicida 2 0845 0.093 0.066 02 15
INT Accidental | 6 0673 0.025 0.010 04 .09
Total 36 1687 0.394 0.066 02 242
Natural |28 |  61.0961 11.673 2.206 27.47 76.41
AUT TROP [ APEX Suicida 2| 56.8900 14.368 10.160 46.73 67.05
EXT Accidental | 6 | 62.9783 2.466 1.007 60.10 65.56
Total 36| 61.1761 10.653 1.776 27.47 76.41
Natural | 32 1021 0.122 0.022 02 61
AUTM TROP 11T Suicida | 10 1156 0.089 0.028 05 35
INTENS Accidental | 24 0938 0.058 0.012 03 24
Total 66 1011 0.097 0.012 02 61
Natural | 32|  60.6909 8.232 1.455 3772 78.58
Suicida | 10| 65.9540 4.770 1.508 60.40 72.91
AUTM TROP [ IT EXT
Accidental |24 | 643517 5.804 1.185 52.34 77.87
Total 66 |  62.8195 7211 0.888 3772 78.58
Natural | 28 0923 0.070 0.013 01 26
AUTM TROP [ IVIP Suicida 2 0545 0.021 0.015 04 07
INT Accidental | 5 0638 0.023 0.010 04 10
Total 35 0861 0.065 0.011 01 26
Natural | 28 | 59.8975 9.882 1.868 33.62 76.76
AUTM TROP 1 IVIP Suicida 2| 584100 4.497 3.180 5523 61.59
EXT Accidental | 5 |  61.4660 4.418 1.976 57.20 66.62
Total 35| 60.0366 8.995 1.520 33.62 76.76
Natural | 32 1144 0.100 0.018 01 44
Suicida 7 0971 0.059 0.022 04 20
AUTM TI IVIL INT
Accidental | 15 1566 0.172 0.044 05 68
Total 54 1239 0.121 0.016 01 68
Natural |32 | 59.1703 13.203 2.334 23.70 80.74
Suicida 7| 586771 14.999 5.669 26.36 71.98
AUTM IVIL TI EXTNS
Accidental | 15|  64.8700 6.628 1711 53.27 78.15
Total 54| 60.6896 12.079 1.644 23.70 80.74
Natural | 29 0759 0.069 0.013 00 38
Suicida 2 2120 0.171 0.121 09 33
AUTM TI IVID INT
Accidental | 5 1308 0.094 0.042 07 30
Total 36 0911 0.083 0.014 .00 38
Natural |29 |  56.3469 15.038 2792 4.84 76.63
Suicida 2| 65.1950 5933 4.195 61.00 69.39
AUTM TI IVID EXT
Accidental | 5 |  65.3300 4.571 2.044 59.91 71.97
Total 36| 58.0861 14.042 2.340 4.84 76.63
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RESULTADOS

Variable Etiologial N Media Des'v lacion ]?n.ﬁor Minimo Maximo
tipica tipico
Natural 28 .0921 0.083 0.016 .00 .38
Suicida 2 .0795 0.011 0.008 .07 .09
AUTM TI SVIP INT
Accidental 5 .0768 0.035 0.016 .03 11
Total 35 .0892 0.075 0.013 .00 38
Natural 28 58.1896 15.961 3.016 3.19 75.32
Suicida 2 62.8750 4.617 3.265 59.61 66.14
AUTM TI SVIP EXT
Accidental 5 62.8000 3.197 1.430 58.05 66.54
Total 35 59.1160 14.411 2.436 3.19 75.32
Natural 29 .1639 0.261 0.048 .01 1.36
Suicida 2 .0795 0.036 0.026 .05 11
AUTM TISVD INT
Accidental 6 .1443 0.122 0.050 .05 32
Total 37 1562 0.236 0.039 .01 1.36
Natural 29 59.4507 15.222 2.827 432 80.46
Suicida 2 32.9700 28.709 20.300 12.67 53.27
AUTM TI SVD EXT
Accidental 6 65.3467 5.169 2.110 60.24 73.91
Total 37 58.9754 15.854 2.606 432 80.46
Natural 29 .0867 0.053 0.010 .01 23
Suicida 2 .1945 0.135 0.096 .10 29
AUTM TI SVID INT
Accidental 6 .1303 0.143 0.058 .03 41
Total 37 .0996 0.080 0.013 .01 41
Natural 29 57.4055 12.760 2.369 13.33 74.57
Suicida 2 52.3200 16.956 11.990 40.33 64.31
AUTM TI SVID EXT
Accidental 6 56.9350 9.802 4.002 39.77 66.03
Total 37 57.0543 12.219 2.009 13.33 74.57
Natural 28 .0919 0.058 0.011 .01 24
Suicida 1 .0300 .03 .03
AUTM TIIVD INT
Accidental 6 .1085 0.072 0.030 .04 23
Total 35 .0929 0.060 0.010 .01 24
Natural 28 61.7596 7.780 1.470 33.21 71.35
Suicida 1 52.8000 52.80 52.80
AUTM TI IVD EXT
Accidental 6 61.9750 8.000 3.266 47.32 71.02
Total 35 61.5406 7.733 1.307 33.21 71.35
Natural 1 .0780 .08 .08
Suicida 1 .0770 .08 .08
AUTM TI SVIL INT
Accidental 5 1360 0.099 0.044 .04 28
Total 7 .1193 0.086 0.033 .04 28
Natural 1 62.1700 62.17 62.17
Suicida 1 64.3900 64.39 64.39
AUTM TI SVIL EXT
Accidental 5 61.9600 16.508 7.383 33.55 76.02
Total 7 62.3371 13.509 5.106 33.55 76.02
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Leyenda tabla 30.

AUTOM TROP I APEX INT= Automatico cTnl Apex Intensidad

AUT TROP I APEX EXT = Automatico cTnl Apex Extension

AUTM TROP I IT INTENS = Automatico cTnl tabique interventricular Intensidad

AUTM TROP I IT EXT = Automatico cTnl tabique interventricular Extension

AUTM TROP I IVIP INT = Automatico cTnl area inferior del ventriculo izquierdo cara posterior Intensidad
AUTM TROP I IVIP EXT = Automatico cTnl area inferior del ventriculo izquierdo cara posterior Extension
AUTM TI IVIL INT = Automatico cTnl area inferior del ventriculo izquierdo cara lateral Intensidad
AUTM IVIL TI EXTNS = Automatico c¢Tnl area inferior del ventriculo izquierdo cara lateral extension
AUTM TI IVID INT = Automatico cTnl area inferior del ventriculo izquierdo cara distal Intensidad
AUTM TI IVID EXT= Automatico cTnl area inferior del ventriculo izquierdo cara distal Extension
AUTM TI SVIP INT = Automatico cTnl area superior del ventriculo izquierdo cara posterior Intensidad
AUTM TI SVIP EXT= Automatico cTnl area superior del ventriculo izquierdo cara posterior Extension
AUTM TI SVD INT = Automatico cTnl area superior del ventriculo derecho Intensidad

AUTM TI SVD EXT= Automatico ¢Tnl area superior del ventriculo derecho Extension

AUTM TI SVID INT= Automatico cTnl area superior del ventriculo izquierdo cara distal Intensidad
AUTM TI SVID EXT= Automatico cTnl 4rea superior del ventriculo izquierdo cara distal extension
AUTM TIIVD INT = Automatico cTnl 4rea inferior del ventriculo derecho Intensidad

AUTM TI IVD EXT= Automatico cTnl area inferior del ventriculo derecho Extension

AUTM TI SVIL INT = Automatico cTnl 4rea superior del ventriculo izquierdo cara lateral Intensidad
AUTM TI SVIL EXT = Automatico cTnl area superior del ventriculo izquierdo cara lateral Extension
AUTM TIIVD INT = Automatico cTnl area inferior del ventriculo derecho Intensidad

AUTM TI IVD EXT = Automatico cTnl area inferior del ventriculo derecho Extension

AUTM TI SVIL INT = Automatico cTnl area superior del ventriculo izquierdo cara lateral Intensidad

AUTM TI SVIL EXT = Automatico cTnl area superior del ventriculo izquierdo cara lateral Extension

194



RESULTADOS

Variable Causa N Media | DESVIaCion | EIOr 1 yinime | Maximo
tlplca tIpICO
Asfixia por
ahorcadura 23 0.554 0.917 0.191 0.00 3.00
Infarto de 50 1.201 1.050 0.149 0.00 | 3.00
miocardio
MAN TROP T /S*j:;]xe"';‘sf’;: 11 1.023 1.003 0.302 0.00 | 3.00
MEDIA INT
Traumatismo 25 0.967 0.839 0.168 0.00 2.67
Otras causas de 42 0.997 1.013 0.156 0.00 | 3.00
muerte natural
Total 151 0.994 0.994 0.081 0.00 3.00
Asfixia por
ahorcadura 23 0.598 0.965 0.201 0.00 3.00
Infarto de 50 1.190 1.025 0145 | 000 | 3.00
miocardio
MANTROP T ?:m?s?;r: 11 1.068 0.895 0.270 0.00 | 2.00
MEDIA EXTEN -
Traumatismo 25 1.127 0.920 0.184 0.00 2.50
Otras causas de 42 0.959 0.910 0.140 0.00 | 2.62
muerte natural
Total 151 1.016 0.967 0.079 0.00 3.00
MAN TROP T MEDIA INT = Semicuantitativo | cTnT media Intensidad
MANTROP T MEDIA EXTEN = Semicuantitativo cTnT media Extension
Variable Etiologial N Media Def'l,\giigon Error tipico Minimo Méaximo
Natural 33 .0150 0.017 0.003 0.00 .07
AUTM TT Suicida 10 0161 0.027 0.009 0.00 .09
MEDIAINT | Accidental 27 .0169 0.029 0.006 0.00 13
Total 70 .0159 0.023 0.003 0.00 13
Natural 33 18.0665 16.254 2.829 0.00 50.17
AUTM TT Suicida 10 17.0690 16.387 5.182 0.00 53.51
MEDIA EXT | Accidental 27 19.8645 29.909 5.756 0.00 145.68
Total 70 18.6175 22.265 2.661 0.00 145.68

AUTM TT MEDIA INT= Cuantitativo cTnT media de intensidad
AUTM TT MEDIA EXT= Cuantitativo cTnT media de extension
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Variable Etiologial N Media De§V|_aC|on Igr_ror Minimo Maximo
tipica tipico
Natural 25 0.020 0.022 0.004 0.00 .08
AUTM TT Suicida 2 0.002 0.001 0.001 .00 .00
APEXINT | Accidental | 6 0.005 0.008 0.003 0.00 .02
Total 33 0.017 0.020 0.004 0.00 .08
Natural 25 25.155 18.438 3.688 0.00 50.91
AUTM TT Suicida 2 4.418 6.248 4.418 0.00 8.84
APEXEXT | Accidental | 6 10.647 14.841 6.059 0.00 34.87
Total 33 21.260 18.475 3.216 0.00 50.91
Natural 32 0.012 0.028 0.005 0.00 14
AUTM TTIT | Suicida 10 0.000 0.000 0.000 0.00 0.00
INT Accidental | 26 0.001 0.003 0.001 0.00 .02
Total 68 0.006 0.020 0.002 0.00 14
Natural 32 15.008 18.352 3.244 0.00 57.87
AUTM TTIT | Sicida 10 15.791 19.226 6.080 -10 54.00
EXT Accidental | 26 12.495 15.412 3.023 0.00 46.00
Total 68 14.162 17.203 2.086 -10 57.87
Natural 29 0.016 0.023 0.004 0.00 .07
AUTM Suicida 2 0.000 0.000 0.000 0.00 0.00
TTIVIP INT | Accidental | 6 0.017 0.024 0.010 0.00 .05
Total 37 0.016 0.022 0.004 0.00 .07
Natural 29 18.762 19.467 3.615 0.00 50.89
AUTM TT Suicida 2 0.000 0.000 0.000 0.00 0.00
IVIPEXT | Accidental | 6 19.566 22.887 9.343 0.00 50.34
Total 37 17.878 19.656 3.231 0.00 50.89
Natural 30 0.019 0.030 0.005 0.00 11
AUTM TT Suicida 5 0.002 0.004 0.002 0.00 .01
IVIL INT Accidental | 15 0.034 0.123 0.032 0.00 48
Total 50 0.022 0.070 0.010 0.00 48
Natural 22 25.262 18.677 3.982 0.00 51.16
AUTM TT Suicida 4 16.041 7.768 3.884 7.00 25.00
IVILEXT | Accidental | 8 20.744 18.514 6.546 0.00 51.15
Total 34 23.114 17.626 3.023 0.00 51.16
Natural 27 0.014 0.023 0.004 0.00 .09
AUTM TT Suicida 2 0.008 0.011 0.008 0.00 .02
IVIDINT | Accidental | 6 0.017 0.017 0.007 0.00 .05
Total 35 0.014 0.022 0.004 0.00 .09
Natural 28 16.436 19.316 3.650 0.00 50.05
AUTM TT Suicida 2 0.624 0.882 0.624 0.00 1.25
IVID EXT | Accidental | 6 18.185 16.361 6.679 0.00 38.33
Total 36 15.849 18.454 3.076 0.00 50.05
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RESULTADOS

Variable Etiologial N Media De§V|_aC|on Igr_ror Minimo Maximo
tipica tipico
Natural 29 0.017 0.028 0.005 0.00 12
AUTM TT Suicida 0.006 0.008 0.006 0.00 .01
SVIPINT | Accidental | 3 0.006 0.009 0.005 0.00 .02
Total 34 0.015 0.026 0.005 0.00 12
Natural 29 16.711 18.239 3.387 0.00 53.91
AUTM TT Suicida 13.024 18.419 13.024 0.00 26.05
SVIPEXT | Accidental | 3 14.779 19.490 11.253 0.00 36.87
Total 34 16.323 17.792 3.051 0.00 53.91
Natural 29 0.019 0.043 0.008 0.00 23
AUTM TT Suicida 0.026 0.036 0.026 0.00 .05
SVDINT | Accidental 0.012 0.018 0.007 0.00 .05
Total 37 0.018 0.039 0.006 0.00 23
Natural 29 22.018 17.076 3.171 0.00 52.17
AUTM Suicida 24.807 35.082 24.807 0.00 49.61
TTSVD EXT | Accidental 21.552 18.055 7.371 0.00 43.24
Total 37 22.093 17.513 2.879 0.00 52.17
Natural 27 0.012 0.021 0.004 0.00 .09
AUTM TT Suicida 0.001 0.001 0.001 0.00 .00
SVIDINT | Accidental 0.012 0.014 0.006 0.00 .03
Total 35 0.012 0.019 0.003 0.00 .09
Natural 27 16.485 18.618 3.583 0.00 56.94
AUTM TT Suicida 0.165 0.233 0.165 0.00 .33
SVID EXT | Accidental 15.602 17.907 7.311 0.00 38.40
Total 35 15.401 18.079 3.056 0.00 56.94
Natural 27 0.013 0.018 0.004 0.00 .08
AUTM TT Suicida 0.003 0.004 0.003 0.00 .01
IVD INT Accidental 0.017 0.027 0.011 0.00 .07
Total 35 0.013 0.019 0.003 0.00 .08
Natural 27 19.401 19.457 3.744 0.00 52.88
AUTM TT Suicida 13.334 18.857 13.334 0.00 26.67
IVDEXT | Accidental | 6 21.096 21.276 8.686 0.00 49.59
Total 35 19.345 19.214 3.248 0.00 52.88
Natural 1 0.000 0.00 0.00
AUTM TT Suicida 1 0.030 .03 .03
SVILINT | Accidental | 5 0.029 0.056 0.025 0.00 13
Total 7 0.025 0.047 0.018 0.00 13
Natural 1 0.000 0.00 0.00
AUTM TT Suicida 1 37.368 37.37 37.37
SVILEXT | Accidental | 5 18.949 18.578 8.309 0.00 46.98
Total 7 18.873 18.614 7.035 0.00 46.98
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Desviacion

Error

Variable Etiologia2 N Media o - Minimo Méaximo
tipica tipico
Infarto 20 2.685 0.334 0.075 2.00 3.00
Traumatismo 11 2.867 0.302 0.091 2.00 3.00
MANUAL Tl MEDIA Asfixia 13 2.729 0.368 0.102 1.77 3.00
INTENS Otras causas
16 2.747 0.296 0.074 2.00 3.00
muerte
Total 60 2.745 0.324 0.042 1.77 3.00
Infarto 20 2.803 0.313 0.070 2.00 3.00
Traumatismo 11 2.727 0.467 0.141 2.00 3.00
MANUAL Tl MEDIA Asfixia 13 2.885 0.300 0.083 2.00 3.00
EXTENS Otras causas
16 2.841 0.184 0.046 2.37 3.00
muerte
Total 60 2.817 0.313 0.040 2.00 3.00
MANUAL TI MEDIA INTENS= Semicuantitativo | cTnl media Intensidad
MANTROP Tl MEDIA EXTEN = Semicuantitativo cTnl media Extensién
Variable Etiologia2 N Media Des:V|_aC|on [Er_ror Minimo Maximo
tipica tipico
Infarto 20 | 0.113 0.055 0.012 .05 .25
Traumatismo 11 0.121 0.066 0.020 .05 .26
AUTOM TRP | Asfixia 15 0.111 0.108 0.028 0.00 .38
MED INT
Otras causas 16 | 0.095 0.093 0.023 01 43
muerte
Total 62 0.109 0.081 0.010 0.00 43
Infarto 20 |55.611 4.449 0.995 48.56 64.20
Traumatismo 11 |59.247 4504 1.358 51.64 64.19
AUTOM TRORP | Asfixia 15 |49.223 18.385 4,747 0.00 65.35
MED EXT
Otras causas 16 |52.418| 9.879 2.470 | 18.65 63.99
muerte
Total 62 |53.886 11.097 1.409 0.00 65.35

AUTOM TRP | MED INT= Cuantitativo cTnl media de Intensidad
AUTOM TROP | MED EXT= Cuantitativo c¢Tnl media de Extensién
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RESULTADOS

Desviacion

Variable Etiologia2 N Media tipica Error tipico Minimo Maximo
Infarto 15 | 0.125 0.101 0.026 .03 43
Traumatismo | 3 0.050 0.017 0.010 .04 .07
AUTOM -
TROP | Asfixia 6 0.133 0.090 0.037 .02 .24
APEX INT Otras
causas 11 0.289 0.707 0.213 .03 2.42
muerte
Total 35 | 0.172 0.399 0.068 .02 2.42
Infarto 15 | 63.633 9.944 2.568 40.81 76.41
Traumatismo | 3 58.907 2.844 1.642 55.66 60.96
AUT TROP Asfixia 6 | 56.255 16.256 6.637 27.47 69.40
| APEX EXT Otras
causas 11 | 60.639 9.833 2.965 36.87 72.93
muerte
Total 35 | 61.022 10.768 1.820 27.47 76.41
Infarto 19 | 0.100 0.103 0.024 .03 41
Traumatismo | 9 0.104 0.071 0.024 .04 .24
AUTM -
TROP | IT Asfixia 13 | 0.066 0.032 0.009 .02 14
INTENS Otras
causas 15 | 0.112 0.144 0.037 .03 .61
muerte
Total 56 | 0.096 0.100 0.013 .02 .61
Infarto 19 | 61.112 6.816 1.564 46.20 72.91
Traumatismo | 9 66.603 5.566 1.855 59.21 77.87
AUTM -
TROP | IT Asfixia 13 | 62.045 9.242 2.563 37.72 71.06
EXT Otras
causas 15 | 61.083 7.481 1.932 51.02 78.58
muerte
Total 56 | 62.203 7.518 1.005 37.72 78.58
Infarto 15 | 0.104 0.077 0.020 .03 .26
Traumatismo | 3 0.070 0.023 0.013 .05 .09
AUTM .
TROP | IVIP Asfixia 5 0.067 0.040 0.018 .01 A1
INT Otras
causas 11 0.076 0.065 0.020 .03 .24
muerte
Total 34 | 0.087 0.065 0.011 .01 .26
Infarto 15 | 63.269 7.665 1.979 51.03 76.76
Traumatismo | 3 | 59.580 1.958 1.131 57.32 60.77
AUTM .
TROP | IVIP Asfixia 5 | 55.174 13.232 5.918 33.62 66.62
EXT Otras
causas 11 | 58.099 9.495 2.863 40.43 73.56
muerte
Total 34 | 60.080 9.127 1.565 33.62 76.76
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Variable Etiologia2 N Media Def'l,\giigon Error tipico Minimo Maximo
Infarto 18 | 0.140 0.120 0.028 .04 44
Traumatismo | 7 0.114 0.121 0.046 .05 .39
AUTM TI Asfixia 9 0.158 0.208 0.069 .02 .68
IVIL INT Otras
causas 15 | 0.103 0.063 0.016 .01 .26
muerte
Total 49 | 0.128 0.126 0.018 .01 .68
Infarto 18 | 61.697 11.170 2.633 31.76 80.74
Traumatismo | 7 | 64.411 4,715 1.782 58.02 70.90
AUTM IVIL Asfixia 9 | 57.977 16.440 5.480 26.36 78.15
TI EXTNS Otras
causas 15 | 57.410 13.857 3.578 23.70 73.66
muerte
Total 49 | 60.089 12.442 1.777 23.70 80.74
Infarto 15 | 0.102 0.108 0.028 .02 .38
Traumatismo | 2 0.085 0.001 0.001 .08 .09
AUTM TI Asfixia 5 0.110 0.110 0.049 .00 .30
IVID INT Otras
causas 13 | 0.072 0.045 0.012 .01 17
muerte
Total 35 | 0.091 0.085 0.014 .00 .38
Infarto 15 | 60.626 7.365 1.902 46.16 76.63
Traumatismo | 2 | 61.410 2.121 1.500 59.91 62.91
AUTM TI Asfixia 5 | 50.272 25.993 11.624 4.84 68.00
IVID EXT Otras
causas 13 | 57.988 15.789 4.379 7.53 71.97
muerte
Total 35 | 58.212 14.227 2.405 4.84 76.63
Infarto 14 | 0.112 0.091 0.024 .03 .38
Traumatismo | 3 0.073 0.036 0.021 .05 A1
AUTM TI Asfixia 4 0.093 0.066 0.033 .01 17
SVIP INT Otras
causas 13 | 0.071 0.068 0.019 .00 .28
muerte
Total 34 | 0.091 0.076 0.013 .00 .38
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RESULTADOS

Variable Etiologia2 | N | Media | PeSViacion | Error i yiine | Maximo
tipica tipico
Infarto 14 | 63.784 8.396 2.244 47.32 75.32
Traumatismo | 3 61.697 3.797 2.192 57.38 64.52
AUTM TI SVIP Asfixia 4 | 54.355 25.873 12.937 16.35 70.80
EXT Otras
causas 13 | 55.117 17.028 4,723 3.19 73.22
muerte
Total 34 | 59.176 14.623 2.508 3.19 75.32
Infarto 15 | 0.130 0.114 0.030 .02 37
Traumatismo | 3 0.070 0.022 0.013 .05 .09
AUTM TI SVD INT Asfixia 5 0.368 0.565 0.253 .01 1.36
Otras
causas 13 | 0.092 0.070 0.019 .01 .29
muerte
Total 36 | 0.145 0.228 0.038 .01 1.36
Infarto 15 | 62.000 10.510 2.714 43.41 80.20
Traumatismo | 3 60.723 1.552 0.896 59.47 62.46
AUTM TI SVD EXT Asfixia 5 | 46.040 34.900 15.608 4.32 80.46
Otras
causas 13 | 58.807 10.715 2.972 28.81 73.91
muerte
Total 36 | 58.524 15.836 2.639 4.32 80.46
Infarto 15 | 0.111 0.070 0.018 .03 .29
Traumatismo | 3 0.185 0.198 0.114 .06 41
AUTM T1 SVID INT Asfixia 5 0.111 0.073 0.033 .04 .23
Otras
causas 13 | 0.063 0.038 0.010 .01 12
muerte
Total 36 | 0.100 0.081 0.013 .01 41
Infarto 15 | 59.844 8.267 2.134 40.33 74.57
Traumatismo | 3 | 51.607 10.761 6.213 39.77 60.80
AUTM TI SVID Asfixia 5 | 54.812 19.181 8.578 22.29 69.06
EXT Otras
causas 13 | 55.220 13.992 3.881 13.33 66.03
muerte
Total 36 | 56.789 12.284 2.047 13.33 74.57
Infarto 14 | 0.093 0.044 0.012 .02 17
Traumatismo | 3 0.075 0.059 0.034 .04 14
AUTM T IVD INT Asfixia 5 0.124 0.103 0.046 .03 .24
Otras
causas 12 0.088 0.061 0.018 .01 21
muerte
Total 34 | 0.094 0.061 0.010 .01 .24
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Variable Etiologia2 N Media Detsi\élii(;lon Error tipico Minimo Maximo
Infarto 14 | 62.726 5.399 1.443 52.36 71.35
Traumatismo | 3 | 62.403 2.580 1.490 60.42 65.32
AUTM TI Asfixia 5 | 62.446 8.184 3.660 52.80 71.02
IVD EXT Otras
causas 12 | 59.412 10.827 3.125 33.21 70.96
muerte
Total 34 | 61.486 7.843 1.345 33.21 71.35
Infarto 1 0.106 A1 A1
Traumatismo | 3 0.182 0.099 0.057 .08 .28
AUTM TI Asfixia 1 0.042 .04 .04
SVIL INT Otras
causas 1 0.046 .05 .05
muerte
Total 6 0.123 0.092 0.038 .04 .28
Infarto 1 | 67.050 67.05 67.05
Traumatismo | 3 69.410 6.946 4.011 62.17 76.02
AUTM TI Asfixia 1 | 33.550 33.55 33.55
SVIL EXT Otras
causas 1 65.500 65.50 65.50
muerte
Total 6 | 62.388 14.883 6.076 33.55 76.02
Leyenda table 34.

AUTOM TROP I APEX INT= Automatico cTnl Apex Intensidad

AUT TROP I APEX EXT = Automatico cTnl Apex Extension

AUTM TROP I IT INTENS = Automatico cTnl tabique interventricular Intensidad

AUTM TROP I IT EXT = Automatico cTnl tabique interventricular Extension

AUTM TROP I IVIP INT = Automatico cTnl area inferior del ventriculo izquierdo cara posterior Intensidad
AUTM TROP I IVIP EXT = Automatico cTnl area inferior del ventriculo izquierdo cara posterior Extension
AUTM TI IVIL INT = Automatico cTnl area inferior del ventriculo izquierdo cara lateral Intensidad
AUTM IVIL TI EXTNS = Automatico cTnl area inferior del ventriculo izquierdo cara lateral extension
AUTM TI IVID INT = Automatico cTnl area inferior del ventriculo izquierdo cara distal Intensidad
AUTM TI IVID EXT= Automatico cTnl area inferior del ventriculo izquierdo cara distal Extension
AUTM TI SVIP INT = Automatico cTnl area superior del ventriculo izquierdo cara posterior Intensidad
AUTM TI SVIP EXT= Automatico cTnl area superior del ventriculo izquierdo cara posterior Extension
AUTM TI SVD INT = Automatico c¢Tnl area superior del ventriculo derecho Intensidad

AUTM TI SVD EXT= Automatico cTnl area superior del ventriculo derecho Extension

AUTM TI SVID INT= Automatico cTnl area superior del ventriculo izquierdo cara distal Intensidad
AUTM TI SVID EXT= Automatico cTnl area superior del ventriculo izquierdo cara distal extension
AUTM TI IVD INT = Automatico cTnl 4rea inferior del ventriculo derecho Intensidad

AUTM TI IVD EXT= Automatico cTnl area inferior del ventriculo derecho Extension

AUTM TI SVIL INT = Automatico cTnl 4rea superior del ventriculo izquierdo cara lateral Intensidad
AUTM TI SVIL EXT = Automatico cTnl area superior del ventriculo izquierdo cara lateral Extension
AUTM TIIVD INT = Automatico cTnl area inferior del ventriculo derecho Intensidad

AUTM TIIVD EXT = Automatico c¢Tnl area inferior del ventriculo derecho Extension

AUTM TI SVIL INT = Automatico cTnl area superior del ventriculo izquierdo cara lateral Intensidad
AUTM TI SVIL EXT = Automatico cTnl area superior del ventriculo izquierdo cara lateral Extension
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Variable Etiologia2 N Media Detsi\éliigon Error tipico | Minimo Maximo
Infarto 20 1.221 0.953 0.213 0.00 2.77
Traumatismo | 11 1.144 0.825 0.249 0.00 2.00
MAN TROP T Asfixia 13 1.137 1.117 0.310 0.00 3.00
MEDIA INT Otras
causas 16 1.386 0.962 0.240 0.00 2.66
muerte
Total 60 1.233 0.952 0.123 0.00 3.00
Infarto 20 1.239 1.009 0.226 0.00 2.77
Traumatismo | 11 1.165 0.837 0.252 0.00 2.50
MANTROP T Asfixia 13 1.318 1.168 0.324 0.00 3.00
MEDIA EXTEN Otras
causas 16 1.458 0.975 0.244 0.00 3.00
muerte
Total 60 1.301 0.988 0.128 0.00 3.00
MAN TROP T MEDIA INT = Smicuantitativo cTnT media Intensidad
MANTROP T MEDIA EXTEN = Semicuantitativo ¢TnT media Extension
Variable Etiologia2 N Media Degw_auon Igr_ror Minimo | Maximo
tipica tipico
Infarto 20 | 0.015 0.020 0.004 0.00 .07
Traumatismo | 11 0.017 0.037 0.011 0.00 .13
AUTM TT MEDIA Asfixia 14 | 0.017 0.025 0.007 0.00 .09
INT Otras
causas 16 0.019 0.021 0.005 0.00 .07
muerte
Total 61 0.017 0.025 0.003 0.00 .13
Infarto 20 | 17.522 17.295 3.867 0.00 47.52
Traumatismo | 11 | 23.803 42.794 12.903 0.00 145.68
AUTM TT MEDIA Asfixia 14 | 15.906 17.989 4.808 0.00 53.51
EXT Otras
causas 16 | 17.563 14.039 3.510 0.00 39.84
muerte
Total 61 | 18.294 22.947 2.938 0.00 145.68

AUTM TT MEDIA INT= Cuantitativo cTnT media de intensidad
AUTM TT MEDIA EXT= Cuantitativo cTnT media de extension
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Variable Etiologia2 N Media De§V|_aC|on Igr.ror Minimo Maximo
tipica tipico
Infarto 13 0.018 0.018 0.005 0.00 .05
Traumatismo 3 0.010 0.018 0.010 0.00 .03
AUTM TT APEX INT Asfixia 5 0.034 0.030 0.013 .00 .08
Otras
causas 11 0.010 0.017 0.005 0.00 .05
muerte
Total 32 0.017 0.021 0.004 0.00 .08
Infarto 13 | 25.631 19.506 5.410 0.00 50.91
Traumatismo 3 11.662 20.199 11.662 0.00 34.99
AUTM TT APEX Asfixia 5 32.861 14.901 6.664 8.84 45.42
EXT Otras
causas 11 | 15.372 16.189 4.881 0.00 41.84
muerte
Total 32 |[21.925 18.365 3.247 0.00 50.91
Infarto 19 0.012 0.033 0.008 0.00 14
Traumatismo 9 0.000 0.000 0.000 0.00 0.00
AUTM TT IT INT Asfixia 14 0.007 0.016 0.004 0.00 .06
Otras
causas 16 0.005 0.011 0.003 0.00 .04
muerte
Total 58 0.007 0.021 0.003 0.00 14
Infarto 19 [13.661 17.111 3.925 0.00 57.87
Traumatismo 9 11.556 14.638 4.879 0.00 39.00
AUTM TT IT EXT Asfixia 14 |13.774| 20.180 5.393 -.10 54.00
Otras
causas 16 |13.915 16.860 4,215 0.00 46.00
muerte
Total 58 [13.432 17.055 2.239 -.10 57.87
Infarto 15 0.020 0.025 0.007 0.00 .07
Traumatismo 3 0.000 0.000 0.000 0.00 0.00
AUTM TTIVIP INT Asfixia 5 0.030 0.029 0.013 0.00 .07
Otras
causas 13 0.010 0.016 0.004 0.00 .05
muerte
Total 36 0.016 0.023 0.004 0.00 .07
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Desviacion

Error

Variable Etiologia2 N Media . - Minimo | Méximo
tipica tipico
Infarto 15 [21.097 22.022 5.686 0.00 50.89
Traumatismo 3 0.000 0.000 0.000 0.00 0.00
AUTM TT IVIP EXT Asfixia 5 25.245 24.146 10.798 0.00 50.34
Otras
causas 13 | 15.685 16.659 4.620 0.00 44.58
muerte
Total 36 [17.961 19.928 3.321 0.00 50.89
Infarto 17 0.020 0.030 0.007 0.00 A1
Traumatismo 7 0.000 0.000 0.000 0.00 0.00
AUTM TT IVIL INT Asfixia 8 0.005 0.010 0.003 0.00 .03
Otras
causas 15 0.048 0.122 0.032 0.00 48
muerte
Total 47 0.023 0.072 0.011 0.00 .48
Infarto 13 | 24.251 19.958 5.535 0.00 51.16
Traumatismo 5 7.800 8.468 3.787 0.00 21.00
AUTM TT IVIL EXT Asfixia 5 20.524 13.583 6.075 7.31 41.23
Otras
causas 9 32.777 16.872 5.624 .10 51.15
muerte
Total 32 |23.496 18.086 3.197 0.00 51.16
Infarto 14 0.015 0.020 0.005 0.00 .06
Traumatismo 3 0.009 0.015 0.009 0.00 .03
AUTM TT IVID INT Asfixia 4 0.017 0.021 0.010 0.00 .05
Otras
causas 13 0.015 0.027 0.007 0.00 .09
muerte
Total 34 0.015 0.022 0.004 0.00 .09
Infarto 14 |18.930 19.819 5.297 0.00 47.25
Traumatismo 3 4.199 6.571 3.794 0.00 11.77
AUTM TT IVID EXT Asfixia 5 18.508 17.672 7.903 0.00 38.33
Otras
causas 13 | 15.415 19.682 5.459 0.00 50.05
muerte
Total 35 [16.301 18.520 3.130 0.00 50.05
Infarto 15 0.025 0.036 0.009 0.00 12
Traumatismo 2 0.002 0.001 0.001 .00 .00
AUTM TT SVIP INT Asfixia 4 0.014 0.015 0.008 0.00 .04
Otras
causas 12 0.007 0.010 0.003 0.00 .03
muerte
Total 33 0.016 0.027 0.005 0.00 12
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Variable Etiologia2 | N | Media |P8SVIacon | Ermor -y ine | Maximo
tipica tipico
Infarto 15 |20.281| 20.874 5.390 0.00 53.91
Traumatismo 2 6.358 1.572 1.112 5.25 7.47
AUTM TT SVIP Asfixia 4 19.007 17.675 8.837 0.00 40.07
EXT Otras
causas 12 |13.503 15.323 4.423 0.00 36.87
muerte
Total 33 (16.818 17.829 3.104 0.00 53.91
Infarto 15 0.028 0.058 0.015 0.00 .23
Traumatismo 3 0.004 0.008 0.004 0.00 .01
AUTM TT SVD INT Asfixia 5 0.028 0.022 0.010 .00 .05
Otras
causas 13 0.007 0.012 0.003 0.00 .04
muerte
Total 36 0.019 0.040 0.007 0.00 .23
Infarto 15 |26.990| 18.049 4.660 0.00 52.17
Traumatismo 3 9.245 16.013 9.245 0.00 27.74
AUTM TTSVD EXT Asfixia 5 29.844 | 19.408 8.680 8.20 49.61
Otras
causas 13 |18.126 14.757 4.093 0.00 45.25
muerte
Total 36 |22.707 17.353 2.892 0.00 52.17
Infarto 15 0.014 0.016 0.004 0.00 .05
Traumatismo 3 0.004 0.003 0.002 .00 .01
AUTM TT SVID INT Asfixia 4 0.007 0.014 0.007 0.00 .03
Otras
causas 12 0.014 0.027 0.008 0.00 .09
muerte
Total 34 0.012 0.019 0.003 0.00 .09
Infarto 15 |20.656 19.347 4,995 0.00 56.94
Traumatismo 3 3.319 5.630 3.250 0.00 9.82
AUTM TT SVID EXT Asfixia 4 9.093 16.351 8.175 0.00 33.56
Otras
causas 12 | 15.239 18.483 5.336 0.00 48.82
muerte
Total 34 |15.854| 18.148 3.112 0.00 56.94
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Variable Etiologia2 N | Media De§V|_aC|0n Er_ror Minimo Maximo
tipica tipico
Infarto 14| 0.013 0.014 0.004 0.00 .04
Traumatismo 3 | 0.000 0.000 0.000 0.00 0.00
AUTM TT IVD Asfixia 5 | 0.021 0.028 0.013 .00 .07
INT
Owascausas | 151 gg14 | 0,023 0.007 0.00 08
muerte
Total 34| 0.013 0.019 0.003 0.00 .08
Infarto 14| 21.700 18.498 4.944 0.00 42.52
Traumatismo 3| 2.196 3.804 2.196 0.00 6.59
AUTM TT IVD Asfixia 5 (24.717 21.606 9.662 .90 49,59
EXT
Otras causas | 1, | 59 959 | 20,713 5.979 0.00 52.88
muerte
Total 34(19.914 19.201 3.293 0.00 52.88
Infarto 2 | 0.007 0.010 0.007 0.00 .01
Traumatismo 3 | 0.044 0.073 0.042 0.00 13
AUTM TT SVIL Asfixia 1 | 0.000 0.00 0.00
INT
Otras causas 0
muerte
Total 6 | 0.024 0.051 0.021 0.00 13
Infarto 2 |13.858 19.597 13.858 0.00 27.72
Traumatismo 3 | 18.986 24.749 14.289 0.00 46.98
AUTM TT SVIL Asfixia 1 | 0.000 0.00 0.00
EXT
Otras causas 0
muerte
Total 6 (14.112 19.389 7.915 0.00 46.98
Leyenda tabla 36.

AUTOM TROP T APEX INT= Automatico ¢cTnT Apex Intensidad

AUT TROP T APEX EXT = Automatico cTnT Apex Extension

AUTM TROP T IT INTENS = Automatico cTnT tabique interventricular Intensidad

AUTM TROP T IT EXT = Automatico cTnT tabique interventricular Extension

AUTM TROP T IVIP INT = Automatico cTnT area inferior del ventriculo izquierdo cara posterior Intensidad
AUTM TROP T IVIP EXT = Automatico ¢TnT area inferior del ventriculo izquierdo cara posterior Extension
AUTM TT IVIL INT = Automatico c¢TnT area inferior del ventriculo izquierdo cara lateral Intensidad
AUTM IVIL TT EXTNS = Automatico cTnTarea inferior del ventriculo izquierdo cara lateral extension
AUTM TT IVID INT = Automatico cTnTarea inferior del ventriculo izquierdo cara distal Intensidad
AUTM TT IVID EXT= Automatico ¢TnT area inferior del ventriculo izquierdo cara distal Extension
AUTM TT SVIP INT = Automatico cTnT area superior del ventriculo izquierdo cara posterior Intensidad
AUTM TT SVIP EXT= Automatico cTnT 4rea superior del ventriculo izquierdo cara posterior Extension
AUTM TT SVD INT = Automatico cTnT area superior del ventriculo derecho Intensidad

AUTM TT SVD EXT= Automatico cTnT area superior del ventriculo derecho Extension

AUTM TT SVID INT= Automatico cTnT area superior del ventriculo izquierdo cara distal Intensidad
AUTM TT SVID EXT= Automatico cTnTarea superior del ventriculo izquierdo cara distal extension
AUTM TT IVD INT = Automatico cTnTarea inferior del ventriculo derecho Intensidad

AUTM TT IVD EXT= Automatico cTnTarea inferior del ventriculo derecho Extension

AUTM TT SVIL INT = Automatico cTnTéarea superior del ventriculo izquierdo cara lateral Intensidad
AUTM TT SVIL EXT = Automatico cTnTéarea superior del ventriculo izquierdo cara lateral Extension
AUTM TT IVD INT = Automatico ¢TnT area inferior del ventriculo derecho Intensidad

AUTM TT IVD EXT = Automatico cTnTérea inferior del ventriculo derecho Extension

AUTM TT SVIL INT = Automatico ¢TnT drea superior del ventriculo izquierdo cara lateral Intensidad
AUTM TT SVIL EXT = Automatico cTnTéarea superior del ventriculo izquierdo cara lateral Extension
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RESULTADOS DEL ESTUDIO ESTADiSTICQ ANALITICO DE
LOSMARCADORES HISTOLOGICOS CARDIACOS (cTnl y ¢TnT).

TROPONINAS.- ¢cTnly ¢cTnT
En relacion al andlisis inmunohistoquimico semicuantitativo (manual) para ambas
troponinas, el andlisis estadistico realizado mediante y’en cada una de las 10 zonas
cardiacas analizadas no fue concluyente para distinguir entre causas de muerte, por ser
el nimero de casillas con frecuencias bajas superior al 20%, maximo permitido. Si se
pudo realizar para sus y valores cuantitativos y calculados y para las lecturas
automaticas realizadas con el programa de analisis de imagen ImagelJ.
En el analisis mediante los pardmetros segun estratificacion diagnostica en GRUPO 1 se
obtuvieron significacion estadistica para las siguientes comparaciones por parejas de
causas de muerte:
- “Otras causas de muerte natural” frente a “traumatismo”
0 La lectura automatica de cTnl de la media de Extension fue
estadisticamente significativo con (P= 0.005, test K-W) corregido a
través del test U de Mann-Whitney (P= 0.030).
- “IM” frente a “Traumatismo”
0 Mediante lectura automatica de TnTc para la intensidad de expresion
inmunohistoquimica en la zona IVIL fue significativo (P=0.044, K-W).
- “Asfixia por ahorcaduras” frente a IM
0 La expresion inmunohistoquimica de TnTc fue estadisticamente
significativo para la zona SVD en extension (P=0.037,test K-W).
- “Asfixia por ahorcadura” frente a “otras causas de muerte natural”
0 La expresion inmunohistoquimica de TnTc fue significativo para la zona

SVD (extension) (P=0.018, test K-W).

En el andlisis mediante los parametros segin estratificacion diagnostica en GRUPO 2
(accidental, suicida y causas naturales), se obtuvieron significacion estadistica para las
siguientes comparaciones por parejas de causas de muerte:
Muerte “natural “frente a “accidental”.
- La intensidad de expresion inmmunohistoquimica de cTnl valorada
semicuantitativamente (P=0.002, test K-W) corregido a través del test U de

Mann-Whitney con P=0.001
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Producto de Intens x Extens. Semicuenatit de cTnl. (P= 0.006, Test KW)
corregido a través del test U de Mann-Whitney con P= 0.004

Muerte “natural “frente “suicida”

La extension de la expresion inmmunohistoquimica de cTnl valorada
semicuantitativamente (P=0.025, test K-W) corregido a través del test U de
Mann-Whitney con (P=0.045).

La extension de la expresion inmmunohistoquimica de c¢Tnl valorada
cuantitativamente (sistema de analisis de imagen “Automatico”) en la zona de IT
(P=0.038, test K-W) corregido a través del test U de Mann-Whitney (P=0.041).
La intensidad de expresion inmmunohistoquimica de cTnl valorada
cuantitativamente en la zona de IT (P=0.001, test K-W), corregido a través del

test U de Mann-Whitney( P=0.019).

En el mismo sentido para la troponina T la comparacion entre parejas de causas muerte

“natural“‘vs. muerte “accidental”

La intensidad de expresion inmmunohistoquimica de c¢TnT valorada
cuantitativamente en la zona de IT (P=0.001, test K-W), corregido a través del
test U de Mann-Whitney (P=0.007).

La intensidad de expresion inmmunohistoquimica de c¢TnT valorada
cuantitativamente en la zona IVIL (P= 0.042, test K-W) con significacion

marginal una vez corregido a través del test U de Mann-Whitney (P=0.052).

No se observaron diferencias estadisticas significativas en los valores de la variables

numéricas en la expresion de toponinas [ o T cuando estos fueron analizados mediante

la agrupacion GRUPO 3 de diagndstico.

Para la Troponinas tisulares la extension de la inmunohistoquimica fue mejor parametro
que la intensidad a la hora de separar grupos.

cTnl: No se puede calcular el test chi-cuadrado para la determinacion localizada de

forma individualizada en cada uno de los 10 puntos diferentes cardiacos ya que en la

valoracion semicuantitativa utilizada el numero de casillas con frecuencias bajas superd

el maximo permitido del 20%. Por lo que habria que agrupar categorias para poder

calcularlo. Las determinaciones también se realizaron cuantitativamente mediante

software Imagel.
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TABLAS CON LOS RESULTADOS DEL ESTUDIO ESTADISTICO
ANALITICO DE LOS MARCADORES HISTOLOGICOS CARDIACOS

Variable Chi-cuadrado gl Valor de P Resultado
MANUAL TI MEDIA INTENS 7.690 4 .104 No
MANUAL Tl MEDIA EXTENS 7.796 4 .099 No
MANUAL TI INTENS. X EXT 10,167 4 .038 Si
AUTOM TROP | MED EXT 14.849 4 .005 Si
AUTOM TROP | APEX INT .302 2 .860 No
AUT TROP | APEX EXT 417 2 .812 No
AUTM TROP | IT INTENS 1.866 4 .760 No
AUTM TROP | IT EXT 7.712 4 .103 No
AUTM TROP I IVIP INT 2.585 4 .629 No
AUTM TROP I IVIP EXT 5.691 4 .223 No
AUTM TI IVIL INT .769 4 .943 No
AUTM IVIL TI EXTNS 4.802 4 .308 No
AUTM TIIVID INT 1.062 1 .303 No
AUTM TI IVID EXT 2.079 1 .149 No
AUTM TI SVIP INT .654 1 419 No
AUTM TI SVIP EXT 1.743 1 .187 No
AUTM TI SVD INT 5.315 4 .256 No
AUTM TI SVD EXT 8.528 4 .074 No
AUTM TI SVID INT .316 1 574 No
AUTM TI SVID EXT 577 1 A47 No
AUTM TIIVD INT .200 1 .655 No
AUTM TI IVD EXT .001 1 974 No
AUTM TI SVIL INT 4.222 4 377 No
AUTM TI SVIL EXT 3.472 4 482 No
(Leyenda en Tabla 37)

(Si) Si existen diferencias estadisticamente significativas en los valores de la variable numérica en las diferentes causas.

(No) No existen diferencias estadisticamente significativas en los valores de la variable numérica en las diferentes causas
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Variable Chi-cuadrado gl Valor de P Resultado
AUTM TT MEDIA INT 5.045 4 .283 No
AUTM TT MEDIA EXT 4.746 4 314 No

AUTM TT APEX INT .617 1 432 No
AUTM TT APEX EXT 1.729 1 .188 No
AUTM TT IT INT 7.999 4 .092 No
AUTM TT IT EXT 2.597 4 .627 No
AUTM TTIVIP INT 5.687 4 224 No
AUTM TT IVIP EXT 3.660 4 454 No
AUTM TT IVIL INT 15.468 4 .004 Si
AUTM TT IVIL EXT 5.980 4 .201 No
AUTM TT IVID INT 1.274 1 .259 No
AUTM TT IVID EXT 1.123 1 .289 No
AUTM TT SVIP INT 1.107 1 .293 No
AUTM TT SVIP EXT .755 1 .385 No
AUTM TT SVD INT 6.901 4 141 No
AUTM TTSVD EXT 10.809 4 .029 SI
AUTM TT SVID INT 757 1 .384 No
AUTM TT SVID EXT .525 1 469 No
AUTM TT IVD INT .313 1 .576 No
AUTM TT IVD EXT .136 1 712 No
AUTM TT SVIL INT 3.500 4 478 No
AUTM TT SVIL EXT 3.646 4 456 No

(Leyenda en Tabla 38)

-. (Si) Si existen diferencias estadisticamente significativas en los valores de la variable numérica en las diferentes causas.

-. (No) No existen diferencias estadisticamente significativas en los valores de la variable numérica en las diferentes causas.
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Otras
AUTOM . .
TROP | MED Asfixia por In_farto d_e Asfixia PO | 1raumatismo | €2USas de
EXT ahorcadura miocardio sumersion muerte
natural
Asfixia por : 1.000 567 642 1.000
ahorcadura
Infarto de - 1.000 1.000 112
miocardio
Asfixia por - 1.000 052
sumersion
Traumatismo - .030
Otras
causas de )
muerte
natural
Otras
AUTM TT Asfixia por Infarto de Asfixia por . causas de
. . - Traumatismo
IVIL INT ahorcadura miocardio sumersion muerte
natural
Asfixia por - 088 1.000 1.000 1.000
ahorcadura
Infarto de - 345 044 1.000
miocardio
Asfixia por - 1.000 1.000
sumersion
Traumatismo - .745
Otras
causas de )
muerte
natural
Otras
AUTM Asfixia por Infarto de Asfixia por Traumatismo | €2usas de
TTSVD EXT | ahorcadura miocardio sumersion muerte
natural
Asfixia por ; 037 1.000 1.000 018
ahorcadura
Infarto de ; 1.000 1.000 1.000
miocardio
Asfixia por - 1.000 1.000
sumersion
Traumatismo - 1.000
Otras
causas de )
muerte
natural
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Variable cuacdhrlr;\do gl | ValordeP Resultado
MANUAL TI MEDIA INTENS 12.837 2 .002 Sl
MANUAL TI MEDIA EXTENS 7.347 2 .025 Sl

AUTOM TRP | MED INT 0.160 2 .923 NO
AUTOM TROP | MED EXT 4.532 2 .104 NO
AUTOM TROP | APEX INT 1.726 2 422 NO

AUT TROP | APEX EXT 0.263 2 .877 NO
AUTM TROP I IT INTENS 2.905 2 .234 NO

AUTM TROP I IT EXT 6.520 2 .038 Sl
AUTM TROP I IVIP INT 0.709 2 .702 NO
AUTM TROP | IVIP EXT 0.240 2 .887 NO
AUTM TI IVIL INT 0.536 2 .765 NO
AUTM IVIL TI EXTNS 1.836 2 .399 NO
AUTM TI IVID INT 5.172 2 .075 NO
AUTM TI IVID EXT 5.320 2 .070 NO
AUTM TI SVIP INT 0.119 2 .942 NO
AUTM TI SVIP EXT 0.492 2 .782 NO
AUTM TI SVD INT 0.177 2 915 NO
AUTM TI SVD EXT 5.001 2 .082 NO
AUTM TI SVID INT 2.044 2 .360 NO
AUTM TI SVID EXT 0.338 2 .844 NO
AUTM TIIVD INT 2.493 2 .287 NO
AUTM TI IVD EXT 2.004 2 .367 NO
AUTM TI SVIL INT 0.257 2 .879 NO
AUTM TI SVIL EXT 1.457 2 483 NO
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Variable cugdhr;do gl Valor de P Resultado
MAN TROP T MEDIA INT 1.099 2 577 NO
MANTROP T MEDIA EXTEN 0.460 2 .795 NO
AUTM TT MEDIA INT 0.952 2 .621 NO
AUTM TT MEDIA EXT 0.931 2 .628 NO
AUTM TT APEX INT 2.785 2 .248 NO
AUTM TT APEX EXT 4.603 2 .100 NO
AUTM TT IT INT 13.395 2 .001 Sl
AUTM TT IT EXT 0.167 2 .920 NO
AUTM TTIVIP INT 2.259 2 .323 NO
AUTM TT IVIP EXT 2.598 2 .273 NO
AUTM TT IVIL INT 6.343 2 .042 Sl
AUTM TT IVIL EXT 0.608 2 .738 NO
AUTM TT IVID INT 0.632 2 .729 NO
AUTM TT IVID EXT 0.959 2 .619 NO
AUTM TT SVIP INT 0.171 2 .918 NO
AUTM TT SVIP EXT 0.170 2 918 NO
AUTM TT SVD INT 0.108 2 .948 NO
AUTM TTSVD EXT 0.174 2 917 NO
AUTM TT SVID INT 1.495 2 474 NO
AUTM TT SVID EXT 1.311 2 .519 NO
AUTM TT IVD INT 0.367 2 .832 NO
AUTM TT IVD EXT 0.541 2 .763 NO
AUTM TT SVIL INT 2.247 2 .325 NO
AUTM TT SVIL EXT 2.247 2 .325 NO
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MI\EASIXLfﬁ'IFg[\IJS Natural Suicida Accidental
Natural - 1.000 .001
Suicida - .145
Accidental -
MIQAISAI\ELIJS(I:I'I-EI—ILJS Natural Suicida Accidental
Natural - .045 .108
Suicida - .687
Accidental -
AUTMETXRTOP Hr Natural Suicida Accidental
Natural - .041 132
Suicida - 1.000
Accidental -
AUTM TT IT INT Natural Suicida Accidental
Natural - .019 .007
Suicida - .538
Accidental -
AUTM TT IVIL INT Natural Suicida Accidental
Natural - .283 .052
Suicida - 1.000
Accidental -
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RESULTADOS DEL ANALISIS ESTADISTICO DE LOS PARAMETROS
MORFOLOGICOS ESTUDIADOS SOBRE TEJIDO CARDIACO

Ninguna de las variables morfologicas estudiadas en las secciones miocardicas
(hipercromatismo y displasia nuclear, vacuolizaciéon bandas de contraccion y necrosis
de miocardiocitos, infiltrado inflamatorio, edema y hemorragias han mostrado
diferencia estadisticamente significativa con respecto a la causa de la muerte ni ha

mostrado relacion con los parametros inmunohistoquimicos o bioquimicos analizados.

RESULTADOS DE L ANALI SIS EST ADISTICO DEL MARCADORE S
INMUNOHISTOQUIMICOS

RESULTADOS DEL ANALISIS ESTADISTICO DESCRIPTIVO DE LA
EXPRESION INMUNOHISTOQUIMICA DE PARP1

Los valores medios de expresion nuclear de PARP1 se encuentran especificados en la

tabla 43.

Tabla 43.Estadisticos descriptivos de la expresion

inmunohistoquimica de PARP1

N Minimo Maximo Media Desv.
tip.
Causa 92 1 5 3.17 1.372
PARP_MEDIAInt 72 1.00 4.00 2.3829 .69234
PARP_MEDIA_Ext 72 1.00 5.00 2.8612 91773
PARP_MediaCAL 72 1.00 16.00 7.2331 3.81431
N valido (segun lista) 71

PARP_MEDIAInt = PARP1 Media de Intensidad..PARP_MEDIA_ Ext =PARP1 Media de Extension, ;PARP_MediaCAL=PARP1

Intesidad x Extension
Los valores de expresion de PARP1 valorados semicuantitativamente segun el

diagnoéstico de causa de muerte, para cada uno de los 3 valores medios calculados, la
podemos ver en la graficas siguientes (Fig.31, 32 y 33).
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Figura 31.
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Figuras 31-33. Expresion de PARPlen tejido cardiaco en las diferentes causas de
muerte (GRUPO1 de clasificacion diagnostica).
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La intensidad y la extension de la inmunotincion de PARPI1 valorada

semicuantitativamente en un escore de 0 a 3+ en las 9 areas cardiacas estudiadas se
detallan en las siguientes tablas (tablas 44 a 53:

Tabla 44a. Distribucién de la intensidad de expresion de PARP1 en

Apex
(Apex-Int)

Frecuencia Porcentaje Porcentaje Porcentaje
vélido acumulado
Vélidos Negativo 5 2.7 13.9 13.9
positivo + 15 8.0 41.7 55.6
positivo ++ 4.3 22.2 77.8
positivo +++ 4.3 22.2 100.0
Total 36 19.1 100.0
Perdidos Sistema 152 80.9
Total 188 100.0

Tabla 44b. Distribucion de la extensionde expresion de PARP1 en

Apex

( Apex-Ext)

Porcentaje

Frecuencia Porcentaje Porcentaje
valido acumulado
Vaélidos negativo inferioi 5 % 5 2.7 13.9 13.9
positivo etre 6 y 25 % 8 4.3 22.2 36.1
positivo 26% a 50 % 13 6.9 36.1 72.2
positivo 51 % al 75 % 4.3 22.2 94.4
positivo 76 % al 100 % 1.1 5.6 100.0
Total 36 19.1 100.0
Perdidos Sistema 152 80.9
Total 188 100.0

Tabla 45a. Distribucion de laintensidad de expresion de PARP1 en

Tabique interventricular (IT)

Porcentaje

Frecuencia Porcentaje Porcentaje
valido acumulado

Vaélidos Negativo 10 5.3 14.1 14.1

positivo + 29 154 40.8 54.9

positivo ++ 25 13.3 35.2 90.1

positivo +++ 7 3.7 9.9 100.0

Total 71 37.8 100.0

Perdidos Sistema 117 62.2
Total 188 100.0
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Tabla 45b. Distribucion de laextensionde expresion de PARP1 en J

Tabique interventricular (PARP1_IT)

Frecuenci Porcentaje Porcentaje Porcentaje
a valido acumulado
Vaélidos negativo inferioi 5 % 11 5.9 15.5 15.5
positivo etre 6 y 25 % 19 10.1 26.8 42.3
positivo 26% a 50 % 19 10.1 26.8 69.0
positivo 51 % al 75 % 18 9.6 25.4 94.4
positivo 76 % al 100 % 4 2.1 5.6 100.0
Total 71 37.8 100.0
Perdidos Sistema 117 62.2
Total 188 100.0

Frecuencia Porcentaje Porcentaje Porcentaje
valido acumulado
Validos Negativo 7 3.7 18.9 18.9
positivo + 12 6.4 324 51.4
positivo ++ 14 7.4 37.8 89.2
positivo +++ 4 21 10.8 100.0
Total 37 19.7 100.0
Perdidos Sistema 151 80.3
Total 188 100.0

Tabla 46b. Distribucion de laextensionde expresion de PARP1 en area

inferior del ventriculo izquierdo cara posterior (PARP1_IVIP ext.)

Frecue Porcentaje Porcentaje Porcentaje
ncia valido acumulado
Vaélidos negativo inferioi 5 % 6 3.2 16.2 16.2
positivo etre 6 y 25 % 9 4.8 24.3 40.5
positivo 26% a 50 % 8 4.3 21.6 62.2
positivo 51 % al 75 % 12 6.4 32.4 94.6
positivo 76 % al 100 % 2 1.1 54 100.0
Total 37 19.7 100.0
Perdidos Sistema 151 80.3
Total 188 100.0
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Tabla 47a. Distribucién de laintensidad de expresion de PARP1 en area

inferior del ventriculo izquierdo cara lateral (PARP1.1VIL.Int.

Frecuencia Porcentaje Porcentaje Porcentaje
valido acumulado
Validos Negativo 6 3.2 10.2 10.2
positivo + 31 16.5 52.5 62.7
positivo ++ 17 9.0 28.8 91.5
positivo +++ 5 2.7 8.5 100.0
Total 59 314 100.0
Perdidos Sistema 129 68.6
Total 188 100.0

Tabla 47b. Distribucion de laextensiénde expresion de PARP1 en area

inferior del ventriculo izquierdo cara lateral (PARP1.IVIL.exten.

Frecuenci Porcentaje Porcentaje Porcentaje
a valido acumulado
Vaélidos negativo inferioi 5 % 7 3.7 11.9 11.9
positivo etre 6 y 25 % 14 7.4 23.7 35.6
positivo 26% a 50 % 17 9.0 28.8 64.4
positivo 51 % al 75 % 17 9.0 28.8 93.2
positivo 76 % al 100 % 4 2.1 6.8 100.0
Total 59 314 100.0
Perdidos Sistema 129 68.6
Total 188 100.0

Tabla 48a. Distribucién de laintensidad de expresion de PARP1 en area

inferior del ventriculo izquierdo cara distal(PARPL1.IVID.Intens.

Frecuencia Porcentaje Porcentaje Porcentaje
valido acumulado
Validos Negativo 6 3.2 16.7 16.7
positivo + 18 9.6 50.0 66.7
positivo ++ 9 4.8 25.0 91.7
positivo +++ 3 1.6 8.3 100.0
Total 36 19.1 100.0
Perdidos Sistema 152 80.9
Total 188 100.0
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Tabla 48b. Distribucion de laextensionde expresion de PARP1 en area

inferior del ventriculo izquierdo cara distal (PARP1.IVID.exten.)

Frecue Porcentaje Porcentaje Porcentaje
ncia valido acumulado
Vaélidos negativo inferioi 5 % 7 3.7 19.4 19.4
positivo etre 6 y 25 % 10 5.3 27.8 47.2
positivo 26% a 50 % 9 4.8 25.0 72.2
positivo 51 % al 75 % 7 3.7 19.4 91.7
positivo 76 % al 100 % 3 1.6 8.3 100.0
Total 36 19.1 100.0
Perdidos Sistema 152 80.9
Total 188 100.0

Tabla 49a. Distribucién de laintensidad de expresion de PARP1 en area

superior del ventriculo izquierdo cara posterior (PARP1.SVIP. Intens.

Frecuencia Porcentaje Porcentaje Porcentaje
valido acumulado
Validos Negativo 8 4.3 216 216
positivo + 14 7.4 37.8 59.5
positivo ++ 12 6.4 32.4 91.9
positivo +++ 3 1.6 8.1 100.0
Total 37 19.7 100.0
Perdidos Sistema 151 80.3
Total 188 100.0

Tabla 49b. Distribucion de laextensionde expresion de PARP1 en area

superior del ventriculo izquierdo cara posterior(PARP1.SVIP. Extens.)

Frecue Porcentaje Porcentaje Porcentaje
ncia valido acumulado
Vaélidos negativo inferioi 5 % 9 4.8 24.3 24.3
positivo etre 6 y 25 % 12 6.4 32.4 56.8
positivo 26% a 50 % 8 4.3 21.6 78.4
positivo 51 % al 75 % 5 2.7 13.5 91.9
positivo 76 % al 100 % 3 1.6 8.1 100.0
Total 37 19.7 100.0
Perdidos Sistema 151 80.3
Total 188 100.0
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Tabla 50a. Distribucién de laintensidad de expresion de PARP1 en area

superior del ventriculo derecho (PARP1.SVD.INTES.)

Frecuencia Porcentaje Porcentaje Porcentaje
valido acumulado
Vaélidos Negativo 4 2.1 11.4 11.4
positivo + 10 53 28.6 40.0
positivo ++ 15 8.0 42.9 82.9
positivo +++ 6 3.2 17.1 100.0
Total 35 18.6 100.0
Perdidos Sistema 153 81.4
Total 188 100.0

Tabla 50b. Distribucion de laextensionde expresion de PARP1 enarea

superior del ventriculo derecho (PARP1.SVD.exten.)

Frecuencia Porcentaje Porcentaje Porcentaje
valido acumulado
Vaélidos negativo inferioi 5 % 4 2.1 10.8 10.8
positivo etre 6 y 25 % 8 4.3 21.6 324
positivo 26% a 50 % 12 6.4 324 64.9
positivo 51 % al 75 % 12 6.4 32.4 97.3
positivo 76 % al 100 1 5 2.7 100.0
%
Total 37 19.7 100.0
Perdidos Sistema 151 80.3
Total 188 100.0

Tabla 51a. Distribucién de laintensidad de expresién de PARP1 enarea

superior del ventriculo izquierdo cara distal( PARP.SVID.Inten.
Porcentaje  Porcentaje

Frecuencia Porcentaje
valido acumulado
Vaélidos Negativo 6 3.2 15.8 15.8
positivo + 20 10.6 52.6 68.4
positivo ++ 11 5.9 28.9 97.4
positivo +++ 1 5 2.6 100.0
Total 38 20.2 100.0
Perdidos Sistema 150 79.8
Total 188 100.0
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Tabla 51b. Distribucidn de laextensiénde expresion de PARP1 enarea

superior del ventriculo izquierdo cara distal (PARP.SVID.extn.)

Frecuencia Porcentaje Porcentaje Porcentaje
vélido acumulado
Vaélidos negativo inferioi 5 % 7 3.7 18.4 18.4
positivo etre 6 y 25 % 10 5.3 26.3 44.7
positivo 26% a 50 % 12 6.4 31.6 76.3
positivo 51 % al 75 % 8 4.3 211 97.4
positivo 76 % al 100 1 5 2.6 100.0
%
Total 38 20.2 100.0
Perdidos Sistema 150 79.8
Total 188 100.0

Tabla 52a. Distribucién de laintensidad de expresion de PARP1 enéarea

inferior del ventriculo derecho (PARP.IVD.Int.)

Frecuencia Porcentaje Porcentaje Porcentaje
valido acumulado
Vaélidos Negativo 3 1.6 8.8 8.8
positivo + 10 53 29.4 38.2
positivo ++ 16 8.5 47.1 85.3
positivo +++ 5 2.7 14.7 100.0
Total 34 18.1 100.0
Perdidos Sistema 154 81.9
Total 188 100.0

Tabla 52b. Distribucion de laextensionde expresion de PARP1 enarea

inferior del ventriculo derecho (PARP.IVD.exten.)
Frecuencia Porcentaje Porcentaje Porcentaje

valido acumulado

Vélidos negativo inferioi 5 % 4 2.1 11.8 11.8

positivo etre 6 y 25 % 3 1.6 8.8 20.6

positivo 26% a 50 % 12 6.4 35.3 55.9

positivo 51 % al 75 % 12 6.4 35.3 91.2

positivo 706 % al 100 3 1.6 8.8 100.0

To/:al 34 18.1 100.0

Perdidos Sistema 154 81.9
Total 188 100.0

223




Tesis Doctoral Antonio Pelegrina Jiménez

Tabla 53. Estadisticos descriptivos del calculo de la expresién x intensidad

inmunohistoquimica PARP1

_ N _ Error tip. _ Desv. N o
Variables - - Media de la Mediana . Rango | Minimo | Maximo
Vélidos | Perdidos media tip.

Edad 170 18 55.12 1.472 57.00 19.193 93 2 95
PARP Apex.cal 36 152 7.94 .84885 6.0000 | 5.09310 | 19.00 | 1.00 20.00
PARP IT calc 71 117 7.44 .56800 6.0000 | 4.78609 | 19.00 | 1.00 20.00
PARP_IVIPcal 37 151 7.78 .83570 6.0000 | 5.08339 | 15.00 | 1.00 16.00
PARP.IVIL.calc 59 129 7.63 .62291 6.0000 | 4.78467 | 19.00 | 1.00 20.00
PARP.IVID.calc 36 152 6.86 .86479 6.0000 | 5.18874 | 19.00 | 1.00 20.00
PARP.SVIP.Calc 37 151 6.59 .86859 4.0000 | 5.28341 | 19.00 | 1.00 20.00
PARP.SVD.calc 37 151 8.65 .81485 9.0000 | 4.95657 | 19.00 | 1.00 20.00
PARP.SVID.calc 38 150 6.37 .65589 6.0000 | 4.04315 | 15.00 | 1.00 16.00
PARP.IVD.calc 34 154 9.29 .85022 9.0000 | 4.95757 | 19.00 | 1.00 20.00
PARP_MEDIAInt 72 116 2.38 .08159 22222 | .69234 | 3.00 1.00 4.00
PARP_MEDIA_Ext 72 116 2.86 .10816 3.0000 | .91773 | 4.00 1.00 5.00
PARP_MediaCAL 72 116 7.23 44952 6.2407 | 3.81431 | 15.00 | 1.00 16.00

Leyenda tabla 53.

PARP Apex.cal =PARP1 Apex.calculado intensidad x extension:

PARP IT calc = PARP1 calculadotabique interventricular intensidad x extension.:

PARP_IVIPcal = PARPI1 calculado area inferior del ventriculo izquierdo cara posterior intensidad x extension.
PARP.IVIL.calc = PARP1 calculado area inferior del ventriculo izquierdo cara lateralintensidad x extension.
PARP.IVID.calc= PARP1 calculado area inferior del ventriculo izquierdo cara distal intensidad x extension.
PARP.SVIP.Calc= PARPI calculado area superior del ventriculo izquierdo cara posterior intensidad x extension.
PARP.SVD.calc= PARP1 calculado area superior del ventriculo derechointensidad x extension.
PARP.SVID.cale= PARP1 calculado area superior del ventriculo izquierdo cara distal intensidad x extension.
PARP.IVD.calc= PARPI calculado area inferior del ventriculo derecho intensidad x extension.
PARP_MEDIAInt= PARP1 media Intensidad calculado.

PARP_MEDIA Ext=PARPI1 calculado media extension.

PARP_MediaCAL=PARP1 calculado media de intensidad x media extension.
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Tabla 54a. Estadisticos descriptivos del calculo de la expresién x intensidad
inmunohistoquimica PARP1 segln causa de muerteGRUPO 1 diagndstico

Variable Causa Desy lacion Error tipico | Minimo | Maximo
tipica
Asfixia por ahorcadura
Infarto de miocardio 5.738 1.353 1.00 20.00
Asfixia por sumersion
Parp Apex.cal
Traumatismo
Otras causas de muerte 4519 1.065 100 | 16.00
natural
Total 5.093 0.849 1.00 20.00
Asfixia por ahorcadura 2.289 0.865 1.00 6.00
Infarto de miocardio 5.386 1.148 1.00 20.00
Asfixia por sumersion 3.012 1.065 6.00 15.00
PARP IT calc
Traumatismo 5.031 1.395 4.00 16.00
Otras causas de muerte 4500 1.006 100 | 16.00
natural
Total 4.789 0.572 1.00 20.00
Asfixia por ahorcadura
Infarto de miocardio 4.882 1.120 1.00 16.00
Asfixia por sumersion
PARP_IVIPcal
Traumatismo
Otras causas de muerte 5415 1276 100 | 16.00
natural
Total 5.083 0.836 1.00 16.00
Asfixia por ahorcadura 1.155 0.667 4.00 6.00
Infarto de miocardio 4.885 1.066 1.00 20.00
Asfixia por sumersion 2.449 1.225 9.00 15.00
PARP.IVIL.calc
Traumatismo 4.760 1.435 1.00 16.00
Otras causas de muerte 3.876 0.889 100 | 16.00
natural
Total 4.535 0.595 1.00 20.00
Asfixia por ahorcadura
Infarto de miocardio 6.303 1.446 1.00 20.00
Asfixia por sumersion
PARP.IVID.calc
Traumatismo
Otras causas de muerte 3.468 0.841 100 | 12.00
natural
Total 5.189 0.865 1.00 20.00
Asfixia por ahorcadura
Infarto de miocardio 6.077 1.394 1.00 20.00
Asfixia por sumersion
PARP.SVIP.Calc
Traumatismo
Otras causas de muerte 4472 1.054 100 | 16.00
natural
Total 5.283 0.869 1.00 20.00
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Tabla 54b. Estadisticos descri

tivos del calculo de la expresién x intensidad

inmunohistoquimica PARP1 segln causa de muerteGRUPO 1 diagndstico

Variable Causa N
Asfixia por ahorcadura | 0
Infarto de miocardio 19
Asfixia por sumersion | 0
PARP.SVD.calc
Traumatismo 0
Otras causas de muerte
18
natural
Total 37
Asfixia por ahorcadura | 0
Infarto de miocardio 19
Asfixia por sumersion | 0
PARP.SVID.calc
Traumatismo 0
Otras causas de muerte
19
natural
Total 38
Asfixia por ahorcadura | 0
Infarto de miocardio 17
Asfixia por sumersion | 0
PARP.IVD.calc
Traumatismo 0
Otras causas de muerte
17
natural
Total 34
Asfixia por ahorcadura | 7
Infarto de miocardio 23
Asfixia por sumersion | 8
PARP_MEDIAInt
Traumatismo 13
Otras causas de muerte
20
natural
Total 71
Asfixia por ahorcadura | 7
Infarto de miocardio 23
Asfixia por sumersion | 8
PARP_MEDIA_Ext
Traumatismo 13
Otras causas de muerte
20
natural
Total 71
Asfixia por ahorcadura | 7
Infarto de miocardio 23
Asfixia por sumersion | 8
PARP_MediaCAL
Traumatismo 13
Otras causas de muerte
20
natural
Total 71
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Desy i.aci(')n Error tipico | Minimo | Maximo

tipica

4.433 1.017 1.00 16.00
5.557 1.310 1.00 20.00
4.957 0.815 1.00 20.00
3.820 0.876 1.00 12.00
4.360 1.000 1.00 16.00
4.043 0.656 1.00 16.00
5.234 1.269 1.00 16.00
4.820 1.169 1.00 20.00
4.958 0.850 1.00 20.00
0.476 0.180 1.00 2.00
0.638 0.133 1.00 3.44
0.354 0.125 2.00 3.00
0.787 0.218 1.00 4.00
0.664 0.148 1.11 3.67
0.684 0.081 1.00 4.00
0.816 0.309 1.00 3.00
0.868 0.181 1.00 4.22
1.033 0.365 2.00 5.00
0.922 0.256 2.00 5.00
0.735 0.164 1.22 3.67
0.903 0.107 1.00 5.00
2.070 0.782 1.00 6.00
3.647 0.760 1.00 14.07
3.041 1.075 6.00 15.00
4.410 1.223 4.00 16.00
3.234 0.723 1.36 13.44
3.702 0.439 1.00 16.00




RESULTADOS

Leyenda tabla 54

Apex.cal =PARP1 Apex.calculado intensidad x extension:

PARP IT calc = PARP1 calculado tabique interventricular intensidad x extension.:

PARP _IVIPcal = PARPI1 calculado area inferior del ventriculo izquierdo cara posterior
intensidad x extension.

PARP.IVIL.calc = PARPI calculado area inferior del ventriculo izquierdo cara lateral
intensidad x extension.

PARP.IVID.calc= PARPI calculado area inferior del ventriculo izquierdo cara distal intensidad
X extension.

PARP.SVIP.Calc= PARP1 calculado area superior del ventriculo izquierdo cara posterior
intensidad x extension.

PARP.SVD.calc= PARP1 calculado area superior del ventriculo derecho intensidad x
extension.

PARP.SVID.calc= PARP1 calculado area superior del ventriculo izquierdo cara distal
intensidad x extension.

PARP.IVD.calc= PARP1 calculado area inferior del ventriculo derecho intensidad x extension.
PARP_MEDIAInt= PARPI media Intensidad calculado.

PARP_MEDIA Ext=PARPI calculado media extension.

PARP MediaCAL=PARPI calculado media de intensidad x media extension.
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Tabla 55a. Estadisticos descriptivos del calculo de la expresion x intensidad

inmunohistoquimica PARP1 segln causa de muerteGRUPO 2 diagndstico

Variable Etiologial N Desv. tipica Error tipico Minimo Maximo
Natural 27 5.300 1.020 1.00 20.00
Suicida 3 6.429 3.712 4.00 16.00
Parp Apex.cal
Accidental 6 3.386 1.382 1.00 10.00
Total 36 5.093 0.849 1.00 20.00
Natural 32 5214 0.922 1.00 20.00
Suicida 11 4319 1.302 1.00 16.00
PARP IT calc
Accidental 26 4.487 0.880 1.00 16.00
Total 69 4.823 0.581 1.00 20.00
Natural 28 4.860 0.919 1.00 16.00
Suicida 3 5.686 3.283 1.00 12.00
PARP_IVIPcal
Accidental 6 6.593 2.692 1.00 16.00
Total 37 5.083 0.836 1.00 16.00
Natural 32 4.859 0.859 1.00 20.00
Suicida 7 3.047 1.152 4.00 12.00
PARP.IVIL.calc
Accidental 19 4.450 1.021 1.00 16.00
Total 58 4.535 0.595 1.00 20.00
Natural 28 5.640 1.066 1.00 20.00
Suicida 2 2.121 1.500 1.00 4.00
PARP.IVID.calc
Accidental 6 1.095 0.447 4.00 6.00
Total 36 5.189 0.865 1.00 20.00
Natural 28 5.727 1.082 1.00 20.00
Suicida 3 5.508 3.180 1.00 12.00
PARP.SVIP.Calc
Accidental 6 3.146 1.285 1.00 9.00
Total 37 5.283 0.869 1.00 20.00
Natural 28 4.684 0.885 1.00 16.00
Suicida 3 5.132 2.963 6.00 16.00
PARP.SVD.calc
Accidental 6 6.735 2.750 1.00 20.00
Total 37 4.957 0.815 1.00 20.00
Natural 29 4.178 0.776 1.00 16.00
Suicida 3 5.292 3.055 2.00 12.00
PARP.SVID.calc
Accidental 6 2.994 1.222 4.00 12.00
Total 38 4.043 0.656 1.00 16.00
Natural 27 4.994 0.961 1.00 20.00
Suicida 3 6.110 3.528 4.00 16.00
PARP.IVD.calc
Accidental 4 3.775 1.887 1.00 9.00
Total 34 4.958 0.850 1.00 20.00
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Tabla 55b. Estadisticos descriptivos del calculo de la expresidn x intensidad

inmunohistoquimica PARP1 segln causa de muerteGRUPO 2 diagndstico

Variable Etiologial N Media Desv. tipica Error tipico Minimo Maximo
Natural 33 2.40 0.638 0.111 1.00 3.67
Suicida 11 2.16 0.814 0.246 1.00 3.50
PARP_MEDIAInt
Accidental 26 243 0.703 0.138 1.00 4.00
Total 70 237 0.688 0.082 1.00 4.00
Natural 33 2.82 0.813 0.142 1.00 4.22
Suicida 11 242 0.947 0.285 1.00 4.00
PARP_MEDIA_Ext
Accidental 26 2.99 0.961 0.188 1.63 5.00
Total 70 2.82 0.899 0.107 1.00 5.00
Natural 33 7.19 3.543 0.617 1.00 14.07
Suicida 11 5.81 3.917 1.181 1.00 14.00
PARP_MediaCAL
Accidental 26 7.53 3.898 0.764 2.44 16.00
Total 70 7.10 3.727 0.446 1.00 16.00

Leyenda tabla 55.
Apex.cal =PARP1 Apex.calculado intensidad x extension:

PARP IT calc = PARP1 calculado tabique interventricular intensidad x extension.:
PARP_IVIPcal = PARPI1 calculado area inferior del ventriculo izquierdo cara posterior
intensidad x extension.

PARP.IVIL.calc = PARPI calculado area inferior del ventriculo izquierdo cara lateral
intensidad x extension.

PARP.IVID.calc= PARPI calculado area inferior del ventriculo izquierdo cara distal intensidad
X extension.

PARP.SVIP.Calc= PARPI calculado area superior del ventriculo izquierdo cara posterior
intensidad x extension.

PARP.SVD.calc= PARP1 calculado area superior del ventriculo derecho intensidad x
extension.

PARP.SVID.cale= PARPI calculado area superior del ventriculo izquierdo cara distal
intensidad x extension.

PARP.IVD.calc= PARPI1 calculado area inferior del ventriculo derecho intensidad x extension.
PARP_MEDIAInt=PARP1 media Intensidad calculado.

PARP_MEDIA_ Ext=PARPI calculado media extension.

PARP_MediaCAL= PARPI calculado media de intensidad x media extension.
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Tabla 56a. Estadisticos descriptivos del calculo de la expresién x intensidad

inmunohistoquimica PARP1 segln causa de muerteGRUPO 3 diagnéstico

Variable Etiologia2 N Media Desv. tipica | Error tipico | Minimo | Méaximo
Infarto 14 11.0714 5.60857 1.49895 1.00 20.00
Traumatismo| 3 5.6667 4.50925 2.60342 1.00 10.00
Asfixia 6 6.3333 2.94392 1.20185 4.00 12.00
Parp Apex.cal o)
tras
causas 12 5.5833 4.03301 1.16423 1.00 12.00
muerte
Total 35 7.9143 5.16419 .87291 1.00 20.00
Infarto 20 9.5000 5.03148 1.12507 2.00 20.00
Traumatismo | 11 7.6364 5.55469 1.67480 1.00 16.00
Asfixia 15 6.2667 4.46361 1.15250 1.00 15.00
PARP IT calc
Otras
causas 15 6.1333 4.83834 1.24925 1.00 16.00
muerte
Total 61 7.5410 5.04504 .64595 1.00 20.00
Infarto 15 9.4667 4.89704 1.26441 2.00 16.00
Traumatismo | 3 4.6667 6.35085 3.66667 1.00 12.00
Asfixia 6 7.6667 4.41210 1.80123 1.00 12.00
PARP_IVIPcal
- Otras
causas 12 6.6667 5.44949 1.57313 1.00 16.00
muerte
Total 36 7.8333 5.14643 .85774 1.00 16.00
Infarto 18 8.6111 4.92459 1.16074 1.00 20.00
Traumatismo| 9 8.0000 4.87340 1.62447 1.00 16.00
Asfixia 13 7.0769 3.98877 1.10628 1.00 15.00
PARP.IVIL.calc
Otras
causas 14 5.7857 4.67692 1.24996 1.00 16.00
muerte
Total 54 7.4074 4.64806 .63252 1.00 20.00
Infarto 14 9.8571 6.43138 1.71886 1.00 20.00
Traumatismo | 2 5.0000 1.41421 1.00000 4.00 6.00
Asfixia 6 4.8333 2.71416 1.10805 1.00 8.00
PARP.IVID.calc
Otras
causas 13 4.9231 3.63917 1.00933 1.00 12.00
muerte
Total 35 6.8857 5.26236 .88950 1.00 20.00
Infarto 15 8.4667 6.09293 1.57319 1.00 20.00
Traumatismo | 2 2.5000 2.12132 1.50000 1.00 4.00
PARP.SVIP.Calc Asfixia 6 6.0000 4.77493 1.94936 1.00 15.00
Otras
causas 13 5.7692 4.45634 1.23597 1.00 16.00
muerte
Total 36 6.7500 5.27189 .87865 1.00 20.00
Infarto 15 10.4000 4.32270 1.11612 4.00 16.00
Traumatismo| 3 4.6667 1.15470 .66667 4.00 6.00
Asfixia 6 7.6667 2.87518 1.17379 4.00 12.00
PARP.SVD.calc
Otras
causas 12 7.9167 6.55686 1.89280 1.00 20.00
muerte
Total 36 8.6389 5.02652 .83775 1.00 20.00
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Tabla 56b. Estadisticos descriptivos del célculo de la expresion x intensidad

inmunohistoquimica PARP1 segln causa de muerteGRUPO 3 diagnoéstico

Variable Etiologia2 N Media De§V|_aC|on I;r_ror Minimo Maximo
tipica tipico
Infarto 15 7.0000 3.70328 .95618 1.00 12.00
Traumatismo| 3 7.3333 2.30940 1.33333 6.00 10.00
Asfixia 6 6.6667 5.85377 2.38979 1.00 12.00
PARP.SVID.calc
Otras
causas 13 5.0769 4.00960 1.11206 1.00 16.00
muerte
Total 37 6.2973 4.07475 .66989 1.00 16.00
Infarto 14 10.9286 4.99945 1.33616 1.00 16.00
Traumatismo 1 6.0000 6.00 6.00
Asfixia 5 9.8000 4.49444 2.00998 4.00 16.00
PARP.IVD.calc
Otras
causas 13 7.6154 5.15652 1.43016 1.00 20.00
muerte
Total 33 9.3030 5.03416 .87634 1.00 20.00
Infarto 20 2.6764 .53933 .12060 1.67 3.44
Traumatismo | 11 2.2955 .88613 .26718 1.00 4.00
Asfixia 15 2.1796 51615 .13327 1.00 3.00
PARP_MEDIAInt
- Otras
causas 16 2.2387 77975 .19494 1.00 3.67
muerte
Total 62 2.3757 .68932 .08754 1.00 4.00
Infarto 20 3.1786 .65770 14707 2.00 4,22
Traumatismo | 11 3.0633 .79248 .23894 1.63 4.00
Asfixia 15 2.6926 1.01767 .26276 1.00 5.00
PARP_MEDIA Ext
- - Otras
causas 16 2.4696 1.01304 .25326 1.00 5.00
muerte
Total 62 2.8576 .90295 11467 1.00 5.00
Infarto 20 8.7392 3.13481 .70096 3.33 14.07
Traumatismo | 11 7.3482 4.34159 1.30904 2.44 16.00
Asfixia 15 6.2901 3.65297 .94319 1.00 15.00
PARP_MediaCAL
- Otras
causas 16 6.1303 4.18961 1.04740 1.00 15.00
muerte
Total 62 7.2266 3.84883 .48880 1.00 16.00

PARP Apex.cal =PARP1 Apex.calculado intensidad x extension:

PARP IT calc = PARP1 calculado tabique interventricular intensidad x extension.:

PARP_IVIPcal = PARP1 calculado area inferior del ventriculo izquierdo cara posterior intensidad x extension.
PARP.IVIL.calc = PARP1 calculado area inferior del ventriculo izquierdo cara lateral intensidad x extension.
PARP.IVID.calc= PARPI1 calculado area inferior del ventriculo izquierdo cara distal intensidad x extension.
PARP.SVIP.Calc= PARPI calculado area superior del ventriculo izquierdo cara posterior intensidad x extension.
PARP.SVD.calc= PARPI calculado area superior del ventriculo derecho intensidad x extension.
PARP.SVID.calc= PARP1 calculado area superior del ventriculo izquierdo cara distal intensidad x extension.
PARP.IVD.calc= PARP1 calculado érea inferior del ventriculo derecho intensidad x extension.
PARP_MEDIAInt= PARP1 media Intensidad calculado.

PARP_MEDIA Ext=PARPI1 calculado media extension.

PARP_MediaCAL= PARPI calculado media de intensidad x media extension.
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RESULTADOS DE L ANALI SIS EST ADISTICO DE LA EXP RESION
INMUNOHISTOQUIMICA DE PARP1 EN TEJIDO CARDIACO

La expresion nuclear de PARP1 fue detectada immunohistoquimicamente en el 96.5%
de los casos de las areas estudiadas. Evaluado semicuantitativamente su expresion (ver
materiales y métodos) mediante su Intensidad y Extension La Intensidad fue de menos a
mas en el siguiente orden: Asfixia mecanica por ahorcadura, traumatismos, IM, otras
causas de muerte natural (estos tres ultimos con valores muy similares) y asfixia por
sumersion. La expresion de la extension de PARP1 fue de menos a mas en el siguiente
orden: Asfixia mecdnica por ahorcadura, IM, otras casusas de muerte natural,
traumatismo y asfixia por sumersion El andlisis estadistico realizado mediante y*en
cada una de las 10 zonas cardiacas analizadas no fue concluyente por ser el nimero de
casillas con frecuencias bajas superior al 20% maximo permitido. Si se pudo calcular
los pardmetros de multiplicacion del valor de la intensidad x la extension en cada una
de las 10 areas cardiacas ademads del la media de la intensidad y media de extension de
dichas 10 areas analizadas asi como el producto de multiplicacion de ambos (intensidad
y extension). Todo ello frente a GRUPO 1 de causas de muerte, GRUPO 2 y GRUPO 3
(Ver Estadistica Descriptiva) mediante andlisis no paramétrico de > con siguientes
resultados;

La expresion inmunohistoquimica de PARP1 estratificados seguin GRUPO 1 de causas
de muerte” diferenci6 las “asfixias mecanicas por ahorcaduras” frente a las producidas
por “asfixias por sumersion” en cortes histoldgicos en el sentido siguiente:

- Diferencia en los valores resultantes al multiplicar la intensidad por el area
inmunotenida en el Tabique interventricular (IT) (P=0.02, test K-W).

- Diferencias en el valor medio obtenido de la Intensidad de PARPI en las 10
zonas de corazdn estudiadas (P=0.011, test K-W).

- Diferencia en la media de los valores resultantes al multiplicar la intensidad por
la extensién de los valores inmunohistoquimicos de PARP1 de las muestras
tomadas en las 10 zonas de las distintas Areas cardiacas (P=0.021, test K-W).

Se puede apreciar en las figuras 24, 25 y 26 que las muertes por “asfixia mecanica por
ahorcadura” presentan valores muchos mas bajos de PARPI frente a los valores mas
altos producidos por las “asfixias por sumersion” sin que haya solapamiento entre

ambos valores.
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Cuando el andlisis para la expresion inmunohistoquimica de PARPI1 se realizé en el
GRUPO 2 de causas de muerte, no se obtuvo ninguna significacion estadistica capaz de
diferenciar la forma en que se produjo la muerte (accidental, natural o suicida).

La media de extension inmunohistoquimica de PARP1 valorado segiin el GRUPO 3 de
causas de muerte fue capaz de diferenciar las poblaciones al comparar IM frente a
“otras causas de muertes naturales” (P=0.037, test K-W). Siendo la extension de la
expresion de PARP1 mayor en el “IM” y baja en las “otras causas de muertes
naturales”. En el mismo sentido, aunque con significacion estadistica marginal los
valores de multiplicar intensidad por la extension de la expresion inmunohistoquimica

de PARPIen el Apex cardiaco (P=0.053, test K-W).

No se pudo calcular el test chi-cuadrado para la determinaciéon localizada de forma
individualizada en cada uno de los 10 puntos diferentes cardiacos ya que en la
valoracién semicuantitativa utilizada el nimero de casillas con frecuencias bajas super6
el maximo permitido del 20%. Por lo que habria que agrupar categorias para poder

calcularlo.
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TABLAS CON LOS RESULTADOS DEL ESTUDIO ESTADISTICO
ANALITICO DE LA EXPRESION IMMUNOHISTOQUIMICA DE PARP1

Tabla 57. Valoracion de la expresién de PARP1 para las causas de muerte segiin GRUPO 1 de

diagnosticos. Prueba de Chi-cuadrado

Variable Chi-cuadrado gl Valor de P Resultado

NO existen diferencias estadisticamente
Parp Apex.cal .002 1 .962 significativas en los valores de la variable
numeérica en las diferentes causas
Existen diferencias estadisticamente

PARP IT calc 9.699 4 .046 significativas en los valores de la variable
numérica en las diferentes causas
NO existen diferencias estadisticamente
PARP_IVIPcal 227 1 .634 significativas en los valores de la variable
numeérica en las diferentes causas
NO existen diferencias estadisticamente
PARP.IVIL.calc 9.157 4 .057 significativas en los valores de la variable
numeérica en las diferentes causas
NO existen diferencias estadisticamente
PARP.IVID.calc .373 1 541 significativas en los valores de la variable
numeérica en las diferentes causas
NO existen diferencias estadisticamente
PARP.SVIP.Calc .328 1 .567 significativas en los valores de la variable
numeérica en las diferentes causas
NO existen diferencias estadisticamente
PARP.SVD.calc .105 1 .746 significativas en los valores de la variable
numeérica en las diferentes causas
NO existen diferencias estadisticamente
PARP.SVID.calc .043 1 .835 significativas en los valores de la variable
numeérica en las diferentes causas
NO existen diferencias estadisticamente
PARP.IVD.calc 221 1 .638 significativas en los valores de la variable
numeérica en las diferentes causas
Existen diferencias estadisticamente

PARP_MEDIAInt 13.119 4 .011 significativas en los valores de la variable
numeérica en las diferentes causas

NO existen diferencias estadisticamente

PARP_MEDIA_Ext 8.920 4 .063 significativas en los valores de la variable
numeérica en las diferentes causas

Existen diferencias estadisticamente

PARP_MediaCAL 11.288 4 .024 significativas en los valores de la variable

numeérica en las diferentes causas
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Tabla 58. Comparacidn entre causas diagndsticas para los valores de

PARP1 para el GRUPO 1 (Test de la U de Mann-Whitney)

PARP IT calc Asfixia por Infarto de Asfixia POr | o umatismo Otras causas de
ahorcadura miocardio sumersion muerte natural
Asfixia por
ahorcadura - 255 181 634
Infarto de
miocardio - 1.000 1.000 1.000
Asfixia por
sumersion - 1.000 794
Traumatismo - 1.000
Otras causas de B
muerte natural
PARP_MEDIAInt Asfixia por Infarto Qe Asfixia ppr Traumatismo Otras causas de
ahorcadura miocardio sumersion muerte natural
Asfixia por
ahorcadura B 111 176 159
Infarto de
miocardio - 251 1.000 1.000
Asfixia por ] 813 74
sumersion
Traumatismo _ 1.000
Otras causas de ~
muerte natural
. Asfixia por Infarto de Asfixia por . Otras causas de
PARP_MediaCAL ahorcadura | miocardio sumersion | | 1AUMAtISMO | ") erte natural
Asfixia por ) 119 i 158 18
ahorcadura
Infarto de
miocardio - 1.000 1.000 1.000
Asfixia por
sumersion - 1.000 478
Traumatismo . 1.000
Otras causas de )
muerte natural
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Tabla 59. Valoracion de la expresién de PARP1 para las causas de muerte segiin GRUPO 2 de

diagnosticos .Prueba de Chi-cuadrado

Variable Chi-cuadrado gl valor de P Resultado

NO existen diferencias estadisticamente
PARP Apex.cal 1.406 2 495 significativas en los valores de la variable
numérica en las diferentes etiologias

NO existen diferencias estadisticamente
PARP IT calc 2.300 2 317 significativas en los valores de la variable
numérica en las diferentes etiologias

NO existen diferencias estadisticamente
PARP_IVIPcal .603 2 .740 significativas en los valores de la variable
numérica en las diferentes etiologias

NO existen diferencias estadisticamente
PARP.IVIL.calc 2.050 2 .359 significativas en los valores de la variable
numeérica en las diferentes etiologias

NO existen diferencias estadisticamente
PARP.IVID.calc 3.276 2 194 significativas en los valores de la variable
numeérica en las diferentes etiologias

NO existen diferencias estadisticamente
PARP.SVIP.Calc .037 2 .982 significativas en los valores de la variable
numeérica en las diferentes etiologias

NO existen diferencias estadisticamente
PARP.SVD.calc .873 2 .646 significativas en los valores de la variable
numeérica en las diferentes etiologias

NO existen diferencias estadisticamente
PARP.SVID.calc 1.515 2 469 significativas en los valores de la variable
numeérica en las diferentes etiologias

NO existen diferencias estadisticamente
PARP.IVD.calc 1.851 2 .396 significativas en los valores de la variable
numeérica en las diferentes etiologias

NO existen diferencias estadisticamente
PARP_MEDIAInt .898 2 .638 significativas en los valores de la variable
numeérica en las diferentes etiologias

NO existen diferencias estadisticamente
PARP_MEDIA_Ext 2.070 2 .355 significativas en los valores de la variable
numeérica en las diferentes etiologias

NO existen diferencias estadisticamente
PARP_MediaCAL 1.957 2 .376 significativas en los valores de la variable
numeérica en las diferentes etiologias

PARP Apex.cal =PARP1 Apex.calculado intensidad x extension:

PARP IT calc = PARP1 calculado tabique interventricular intensidad x extension.:

PARP_IVIPcal = PARPI1 calculado area inferior del ventriculo izquierdo cara posterior intensidad x extension.
PARP.IVIL.calc = PARPI calculado area inferior del ventriculo izquierdo cara lateral intensidad x extension.
PARP.IVID.calc= PARPI calculado area inferior del ventriculo izquierdo cara distal intensidad x extension.
PARP.SVIP.Calc= PARPI calculado area superior del ventriculo izquierdo cara posterior intensidad x extension.
PARP.SVD.calc= PARP1 calculado area superior del ventriculo derecho intensidad x extension.
PARP.SVID.cale= PARP1 calculado area superior del ventriculo izquierdo cara distal intensidad x extension.
PARP.IVD.calc= PARP1 calculado érea inferior del ventriculo derecho intensidad x extension.

PARP MEDIAInt= PARP1 media Intensidad calculado.

PARP MEDIA Ext=PARPI1 calculado media extension.

PARP_MediaCAL= PARPI calculado media de intensidad x media extension.
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Tabla 60. Valoracidon de la expresion de PARP1 para las causas de muerte segiin GRUPO 3 de
diagnosticos .Prueba de Chi-cuadrado

Variable Chi-cuadrado gl Valor de P Resultado

Existen diferencias estadisticamente
significativas en los valores de la
variable numérica en las diferentes
etiologias

Parp Apex.cal 8.225 3

NO existen diferencias estadisticamente
significativas en los valores de la variable
numérica en las diferentes etiologias

PARP IT calc 5.287 3

NO existen diferencias estadisticamente
significativas en los valores de la variable
numérica en las diferentes etiologias

PARP_IVIPcal 3.660 3

NO existen diferencias estadisticamente
significativas en los valores de la variable
numeérica en las diferentes etiologias

PARP.IVIL.calc 3.726 3

NO existen diferencias estadisticamente
significativas en los valores de la variable
numeérica en las diferentes etiologias

PARP.IVID.calc 5.487 3

NO existen diferencias estadisticamente
significativas en los valores de la variable
numeérica en las diferentes etiologias

PARP.SVIP.Calc 3.419 3

NO existen diferencias estadisticamente
significativas en los valores de la variable
numeérica en las diferentes etiologias

PARP.SVD.calc 4.772 3

NO existen diferencias estadisticamente
significativas en los valores de la variable
numeérica en las diferentes etiologias

PARP.SVID.calc 2.674 3

NO existen diferencias estadisticamente
significativas en los valores de la variable
numeérica en las diferentes etiologias

PARP.IVD.calc 4.303 3

NO existen diferencias estadisticamente
significativas en los valores de la variable
numeérica en las diferentes etiologias

PARP_MEDIAInt 6.188 3

Existen diferencias estadisticamente
significativas en los valores de la
variable numérica en las diferentes
etiologias

PARP_MEDIA_Ext 8.609 3

NO existen diferencias estadisticamente
significativas en los valores de la variable
numeérica en las diferentes etiologias

PARP_MediaCAL 7.125 3

Leyenda en Tabla 59
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Tabla 61. Comparacién entre causas diagndsticas para los valores de

PARP1 para el GRUPO 3 (Test de la U de Mann-Whitney)

Otras
Parpl Apex.cal Infarto Traumatismo Asfixia causas
muerte
Infarto - .616 .343 .053
Traumatismo - 1.000 1.000
Asfixia - 1.000
Otras causas )
muerte
Otras
PARP_MEDIA_Ext Infarto Traumatismo Asfixia causas
muerte
Infarto - 1.000 .302
Traumatismo - 1.000 .316
Asfixia - 1.000
Otras causas )
muerte

RESULTADOS DEL ESTUDI O,ESTADiSTICO DESCRIPT IVO DE LA
EXPRESION INMUNOHISTOQUIMICA DE NOGO-A EN T EJIDO
CARDIACO
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En las tablas 62 a 65 se especifican los valores medios de expresion de Nogo-A y los
valores de dispersion.

Variable Causa N Media Detsi\éliigon Error tipico Minimo Méaximo
Asfixia por 23 | 0.446 0.567 0.118 0.00 2.25
ahorcadura

MAN ::rggg(ii 50 | 0.487 0.451 0.064 0.00 1.75
NOGO —
MEDIA ?j;xéfsfgr: 10 | 0.325 0.442 0.140 0.00 1.00
INT Traumatismo 25 0.390 0.464 0.093 0.00 1.67
Otras causasde | ,, | 495 0.515 0.080 0.00 1.75
muerte natural
Asfixia por 23 | 74717 | 127491 26584 5,34 9,00
ahorcadura
Infarto de miocardio| 50 7,2626 1,84501 ,26092 0,00 9,00
Intensidad ixi
Asfixia por 11 | 85227 196472 29087 6,00 9,00
nogo por sumersion
extensi
media Traumatismo 25 7,7920 1,71095 , 34219 3,34 9,00
Owascausasde |, | - 513 | 171626 26482 56 9,00
muerte natural
Total 151 | 7,5264 | 1,67204 113607 0,00 9,00
MAN NOGO MEDIA INT = Manual Nogo-A Media intensidad
Intensidad nogo por extensi media = Nogo Intensidad x Extension
Variable Causa N Media Detsi\rgliiglon Error tipico Minimo Maximo
Asfixia por 22 0.000 0.001 0.000 0.00 .00
ahorcadura
Infarto de 50 0.001 0.002 0.000 0.00 01
miocardio
AUTM Asfixia por
NOGO Sumerson 9 0.001 0.003 0.001 0.00 01
MEDIA INT Traumatismo 26 0.001 0.004 0.001 0.00 .02
Otras causasde |, 0.001 0.003 0.000 0.00 01
muerte natural
Total 149 0.001 0.003 0.000 0.00 .02
Asfixia por 21 0.933 1.913 0.417 0.00 6.75
ahorcadura
Infarto de 50 2.002 3.524 0.498 0.00 13.73
miocardio
AUTM Asfixia por
NOGO Sumeres 9 0.950 2.850 0.950 0.00 8.55
MEDIA EXT | Traumatismo 26 1.226 3.027 0.594 0.00 14.70
Otras causas de | 4, 1.753 3.415 0.540 0.00 14.26
muerte natural
Total 146 1.577 3.169 0.262 0.00 14.70
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AUTM NOGO MEDIA INT= Automatico Nogo-A Media Intensida
AUTM NOGO MEDIA EXT= Automatico Nogo-A Media Extension

Variable Causa N | Media Des:VI.aC|on I?r.ror Minimo | Maximo
tipica tipico
Asfixia por 0
ahorcadura
Infarto de 16 | 0.003 | 0.008 0.002 0.00 .03
miocardio
Asfixia por 0
AUT.NOG.APEX.INT sumersion
Traumatismo 0
Otras causas de | 14 | 000 | 0.000 0.000 0.00 | 0.00
muerte natural
Total 32 | 0.001 | 0.006 0.001 0.00 03
Asfixia por 0
ahorcadura
Infarto de 16 | 3.653 | 10.447 2.612 0.00 | 37.72
miocardio
Asfixia por 0
AUT.NOG.APEX.EXT |___sumersi6n
Traumatismo 0
Otras causas de | 14 | 000 | 0.000 0.000 0.00 | 0.00
muerte natural
Total 32| 1826 | 7.500 1.326 0.00 | 37.72
Asfixia por 22 | 0,000 | 0.002 0.000 0.00 01
ahorcadura
Infarto de 48 | 0.000 | 0.002 0.000 0.00 01
miocardio
Asfixia por 9 | 0.000 | 0.000 0.000 0.00 | 0.00
AUT.NOG.IT.I sumersion
Traumatismo 24 | 0.000 0.000 0.000 0.00 .00
Otras causas de | 47 | 000 | 0.002 0.000 0.00 01
muerte natural
Total 140| 0.000 | 0.001 0.000 0.00 .01
Asfixia por 21| 1.119 | 3.007 0.676 0.00 | 13.50
ahorcadura
Infarto de 48 | 1.180 | 4.223 0.609 0.00 | 20.66
miocardio
Asfixia por 9 | 0778 | 2333 0.778 0.00 | 7.00
AUT.NOG.IT.E sumersion
Traumatismo | 24 | 0.577 | 1.747 0.357 0.00 | 7.00
Otras causas de | 5o | ) go5 | 2162 0.365 0.00 | 9.00
muerte natural
Total 137| 0.943 | 3.103 0.265 0.00 | 20.66
Asfixia por 16 | 0.001 | 0.002 0.001 0.00 01
ahorcadura
Infarto de 45 | 0.001 | 0.004 0.001 0.00 .03
miocardio
Asfixia por
AUT.NOG.IVIP.INT SUmersidn 2 | 0.000 | 0.000 0.000 0.00 | 0.00
Traumatismo 13 | 0.006 0.018 0.005 0.00 .07
Otras causas de | 45 | (005 | (007 0.001 0.00 03
muerte natural
Total 112| 0.002 | 0.008 0.001 0.00 .07
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Variable Causa N | Media De§V|_aC|on I’Er_ror Minimo | Maximo
tipica tipico
Asfixia por 15 | 1.933 | 5.837 1.507 0.00 | 22.00
ahorcadura
Infarto de 45 | 1.933 | 6.312 0.941 0.00 | 34.00
miocardio
Asfixia por 2 | 0.000 | 0.000 0.000 0.00 | 0.00
AUT.NOG.IVIP.EXT sumersién
Traumatismo 13 | 5.231 11.910 3.303 0.00 41.00
Otras causas de | 5, | 59,7 | g316 1.426 | 0.00 | 30.00
muerte natural
Total 109 | 2.606 | 7.667 0.734 0.00 | 41.00
Asfixia por 18 | 0.000 | 0.000 0.000 0.00 | 0.00
ahorcadura
Infarto de 48 | 0.000 | 0.002 0.000 0.00 01
miocardio
Asfixia por 5 | 0.000 | 0.000 0.000 0.00 | 0.00
AUT.NOG.IVIL.INT sumersién
Traumatismo 20 | 0.000 0.000 0.000 0.00 .00
Otras causas de | 54 | (091 | 0.005 0.001 0.00 .03
muerte natural
Total 130| 0.000 | 0.003 0.000 0.00 .03
Asfixia por 17 | 0176 | 0.529 0.128 0.00 | 2.00
ahorcadura
Infarto de 47 | 1.121 | 3.495 0.510 0.00 | 16.00
miocardio
Asfixia por 5 | 0.000 | 0.000 0.000 0.00 | 0.00
AUT.NOG.IVIL.EXT sumersion
Traumatismo | 19 | 0.443 | 1.658 0.380 0.00 | 7.19
Otras causas de | 57 | 1 376 | 4365 1.046 0.00 | 38.00
muerte natural
Total 125] 0.921 | 4.118 0.368 0.00 | 38.00
Asfixia por 1 | 0.000 0.00 | 0.00
ahorcadura
Infarto de 19 | 0.001 | 0.003 0.001 0.00 01
miocardio
Asfixia por 0
AUT.NOG.IVID.INT sumersion
Traumatismo 0
Otras causas de | 14 | 000 | 0,001 0.000 0.00 .00
muerte natural
Total 33 | 0.001 | 0.002 0.000 0.00 .01
Asfixia por 1 | 0.000 0.00 | 0.00
ahorcadura
Infarto de 19 | 1.287 | 5.609 1.287 0.00 | 24.45
miocardio
Asfixia por 0
IAUT.NOG.VID.EXT sumersion
Traumatismo 0
Otras causas de | 14 | (337 | 1995 0.337 0.00 | 438
muerte natural
Total 33 | 0.874 | 4.300 0.749 0.00 | 24.45

241




Tesis Doctoral Antonio Pelegrina Jiménez

Desviacién Error

Variable Causa N | Media L . Minimo | Maximo
tipica tipico
Asfixia por 0
ahorcadura
Infarto de 15 | 0.001 | 0.006 0.001 0.00 .02
miocardio
Asfixia por 0

AUT.NOG.SVIP.INT sumersion
Traumatismo 0

Otras causas de

16 | 0.000 0.001 0.000 0.00 .01
muerte natural
Total 31 | 0.001 0.004 0.001 0.00 .02
Asfixia por 0
ahorcadura
Infarto de 15 | 3.186 | 9.290 2.399 0.00 | 34.35
miocardio
Asfixia por 0

AUT.NOG.SVIP.EXT sumersion
Traumatismo 0

Otras causas de

16 | 0.262 | 1.048 0.262 0.00 | 4.19
muerte natural
Total 31 | 1.677 | 6.560 1.178 0.00 | 34.35
Asfixia por 16 | 0.000 | 0.000 0.000 0.00 | 0.00
ahorcadura
Infartode | \o | 4002 | 0.007 0001 | 000 | .04
miocardio
Asfixia por 2 | 0012 | 0017 0.012 0.00 .02
AUT.ANOG.SVD.INT |___sumersion
Traumatismo 13 | 0.001 0.002 0.001 0.00 .01
Otras causas de | o | (000 | 0.002 0.000 0.00 01
muerte natural
Total 116 | 0.001 | 0.005 0.000 0.00 .04
Asfixia por 15 | 0533 | 1.407 0.363 0.00 | 4.00
ahorcadura
Infartode |\, | 3599 | 8.370 1262 | 000 | 37.00
miocardio
Asfixia por 2 |14.000| 19.799 14.000 | 0.00 | 28.00
AUT.NOG.SVD.EXT sumersion
Traumatismo 13 | 1.615 3.948 1.095 0.00 11.00
Otras causas de | 45 | 1 949 | 5615 0.911 0.00 | 24.49
muerte natural
Total 112| 2.621 | 6.839 0.646 0.00 | 37.00
Asfixia por 0
ahorcadura
Infarto de 18 | 0.000 | 0.000 0.000 0.00 | 0.00
miocardio
Asfixia por 0

AUT.NOG.SVID.INT sumersion
Traumatismo 0

Otras causas de
muerte natural

Total 35 | 0.000 0.000 0.000 0.00 0.00

17 | 0.000 0.000 0.000 0.00 0.00
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Variable Causa N | Media Des:V|_aC|on I;r_ror Minimo | Maximo
tipica tipico
Asfixia por 0
ahorcadura
Infarto de 15 | 0.001 | 0.006 0.001 0.00 .02
miocardio
Asfixia por 0
AUT.NOG.SVIP.INT sumersion
Traumatismo 0
Otras causas de | 14 | 000 | 0.001 0.000 0.00 01
muerte natural
Total 31 | 0.001 | 0.004 0.001 0.00 .02
Asfixia por
0
ahorcadura
Infarto de 15 | 3.186 | 9.290 2.399 0.00 | 34.35
miocardio
Asfixia por 0
AUT.NOG.SVIP.EXT sumersion
Traumatismo 0
Otras causas de | 14 | 555 | 1048 0.262 0.00 | 4.19
muerte natural
Total 31| 1677 | 6.560 1.178 0.00 | 34.35
Asfixia por 16 | 0.000 | 0.000 0.000 0.00 | 0.00
ahorcadura
Infartode | o | 4002 | 0.007 0001 | 000 | .04
miocardio
Asfixia por 2 | 0012 | 0017 0.012 0.00 .02
AUT.ANOG.SVD.INT sumersién
Traumatismo 13 | 0.001 0.002 0.001 0.00 .01
Otras causas de | o | (000 | 0.002 0.000 0.00 01
muerte natural
Total 116| 0.001 | 0.005 0.000 0.00 .04
Asfixia por 15 | 0533 | 1.407 0.363 0.00 | 4.00
ahorcadura
Infartode |\ | 3599 | 8.370 1262 | 000 | 37.00
miocardio
Asfixia por 2 |14.000| 19.799 14.000 | 0.00 | 28.00
AUT.NOG.SVD.EXT sumersién
Traumatismo 13 | 1.615 3.948 1.095 0.00 11.00
Otras causas de | 55 | 4 g1 | 5615 0.911 0.00 | 24.49
muerte natural
Total 112| 2.621 | 6.839 0.646 0.00 | 37.00
Asfixia por 0
ahorcadura
Infarto de 18 | 0.000 | 0.000 0.000 0.00 | 0.00
miocardio
Asfixia por 0
AUT.NOG.SVID.INT sumersion
Traumatismo 0
Otras causas de | 47 | 000 | 0.000 0.000 0.00 | 0.00
muerte natural
Total 35 | 0.000 | 0.000 0.000 0.00 | 0.00
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Desviacién Error

Variable Causa N | Media L . Minimo | Maximo
tipica tipico
Asfixia por 0
ahorcadura
Infarto de 18 | 0.182 | 0.771 0.182 0.00 | 3.27
miocardio
Asfixia por 0

AUT.NOG.SVID.EXT sumersion
Traumatismo 0

Otras causas de

17 | 0.202 0.711 0.172 0.00 2.92
muerte natural
Total 35 | 0.192 0.731 0.124 0.00 3.27
Asfixia por 0
ahorcadura
Infarto de 16 | 0.002 | 0.005 0.001 0.00 .02
miocardio
Asfixia por 0
AUT.NOG.IVD.INT sumersion

Traumatismo 0

Otras causas de

16 | 0.000 0.001 0.000 0.00 .01
muerte natural
Total 32 | 0.001 0.004 0.001 0.00 .02
Asfixia por 0
ahorcadura
Infarto de | 46 | 5351 | 7903 1.976 | 0.00 | 30.03
miocardio
Asfixia por 0

AUT.NOG.IVD.EXT sumersion
Traumatismo 0

Otras causas de

16 | 2.434 | 5981 1.495 0.00 | 17.95
muerte natural
Total 32 | 2907 | 6.911 1.222 0.00 | 30.03
Asfixiapor 4 | ¢ 509 000 | 0.00
ahorcadura
Infarto de 1 | 0.000 000 | 0.00
miocardio
Asfixia por 2 | 0.000 | 0.000 0.000 0.00 | 0.00
AUT.NOG.SIVIL.INT |___sumersion
Traumatismo | 3 | 0.000 | 0.000 0.000 0.00 | 0.00
Otras causas de | ;| 5, 000 | 0.00
muerte natural
Total 8 | 0.000 | 0.000 0.000 0.00 | 0.00
Asfixiapor | 4 | ¢ 599 000 | 000
ahorcadura
Infarto de 1 | 0.000 000 | 0.00
miocardio
Asfixia por 2 | 0.000 | 0.000 0.000 0.00 | 0.00
AUT.NOG.SIVIL.EXT | sumersion
Traumatismo | 3 | 0.000 | 0.000 0.000 0.00 | 0.00
Otras causas de | ;| 5o 000 | 000
muerte natural
Total 8 | 0.000 | 0.000 0.000 0.00 | 0.00
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Tabla 64. Estadisticos descriptivos de los valores semicuantitativos de expresion

inmunohistoquimica de Nogo-Asegin GRUPO 2 de diagndsticos

Desviacion

Variable Etiologial N Media tipica Error tipico Minimo Méaximo
Natural 33 3712 0.396 0.069 0.00 1.44
MAN NOGO Suicida 10 .1000 0.211 0.067 0.00 .50
MEDIAINT | Accidental 25 1992 0.354 0.071 0.00 1.11
Total 68 .2681 0.370 0.045 0.00 1.44

MAN NOGO MEDIA INT = Valor medio de la Intensidad de Nogo-A lecutara manualsemicuantitativa

Tabla 65a. Estadisticos descriptivos de los valores cuantitativos de expresion

inmunohistoquimica de Nogo-Asegin GRUPO 2 de diagnésticos

Variable Etiologial N Media De;si\‘;iii(;ién Error tipico Minimo Maximo

Natural 33 .0007 0.001 0.000 0.00 .01

Qgg\é' Suicida 9 .0006 0.001 0.000 0.00 .00
MEDIA INT | Accidental 25 .0002 0.001 0.000 0.00 .00
Total 67 .0005 0.001 0.000 0.00 .01

Natural 33 1.3272 2.705 0.471 0.00 11.42

SUTM GO Suicida 9 8177 2.233 0.744 0.00 6.75
MEDIA EXT | Accidental 25 4890 1.312 0.262 0.00 5.21

Total 67 9460 2.221 0.271 0.00 11.42

AUTM NOGO MEDIA INT = Cuantitativo Me dia de Nogo-A Intensidad
SUTM NOGO MEDIA EXT= Cuantitativo Media de Nogo-A Extension
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Variable Etiologial N Media Detsi\rglii(;lon Error tipico Minimo Maximo
Natural 24 .0017 0.006 0.001 0.00 .03
Suicida 0.0000 0.000 0.000 0.00 0.00
AUT.NOG.APEX.INT
Accidental 0.0000 0.000 0.000 0.00 0.00
Total 32 .0013 0.006 0.001 0.00 .03
Natural 24 2.4350 8.618 1.759 0.00 37.72
Suicida 0.0000 0.000 0.000 0.00 0.00
AUT.NOG.APEX.EXT
Accidental 0.0000 0.000 0.000 0.00 0.00
Total 32 1.8263 7.500 1.326 0.00 37.72
Natural 29 .0003 0.001 0.000 0.00 .01
Suicida 8 .0010 0.003 0.001 0.00 .01
AUT.NOG.IT.I
Accidental 22 .0000 0.000 0.000 0.00 .00
Total 59 .0003 0.001 0.000 0.00 .01
Natural 29 .8570 3.887 0.722 0.00 20.66
Suicida 8 1.6869 4771 1.687 0.00 13.50
AUT.NOG.IT.E
Accidental 22 3114 1.134 0.242 0.00 5.11
Total 59 .7661 3.272 0.426 0.00 20.66
Natural 24 0.0000 0.000 0.000 0.00 0.00
Suicida 0.0000 0.00 0.00
AUT.NOG.IVIP.INT
Accidental 6 0.0000 0.000 0.000 0.00 0.00
Total 31 0.0000 0.000 0.000 0.00 0.00
Natural 24 0.0000 0.000 0.000 0.00 0.00
Suicida 0.0000 0.00 0.00
AUT.NOG.IVIP.EXT
Accidental 6 0.0000 0.000 0.000 0.00 0.00
Total 31 0.0000 0.000 0.000 0.00 0.00
Natural 29 0.0000 0.000 0.000 0.00 0.00
Suicida 5 0.0000 0.000 0.000 0.00 0.00
AUT.NOG.IVIL.INT
Accidental 15 .0001 0.000 0.000 0.00 .00
Total 49 .0000 0.000 0.000 0.00 .00
Natural 29 .5057 2.723 0.506 0.00 14.67
Suicida 5 .2448 0.547 0.245 0.00 1.22
AUT.NOG.IVIL.EXT
Accidental 15 4793 1.856 0.479 0.00 7.19
Total 49 4710 2.316 0.331 0.00 14.67
Natural 27 .0006 0.003 0.000 0.00 .01
Suicida 0.0000 0.000 0.000 0.00 0.00
AUT.NOG.IVID.INT
Accidental 0.0000 0.000 0.000 0.00 0.00
Total 33 .0005 0.002 0.000 0.00 .01
Natural 27 1.0677 4.748 0.914 0.00 24.45
Suicida 0.0000 0.000 0.000 0.00 0.00
IAUT.NOG.VID.EXT
Accidental 0.0000 0.000 0.000 0.00 0.00
Total 33 .8736 4.300 0.749 0.00 24.45
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Variable Etiologial N Media Detsi\rgliiglon Error tipico Minimo Méaximo
Natural 25 .0011 0.004 0.001 0.00 .02
Suicida 0.0000 0.00 0.00
AUT.NOG.SVIP.INT
Accidental 5 0.0000 0.000 0.000 0.00 0.00
Total 31 .0009 0.004 0.001 0.00 .02
Natural 25 2.0795 7.274 1.455 0.00 34.35
Suicida 0.0000 0.00 0.00
AUT.NOG.SVIP.EXT
Accidental 5 0.0000 0.000 0.000 0.00 0.00
Total 31 1.6770 6.560 1.178 0.00 34.35
Natural 28 .0009 0.005 0.001 0.00 .03
Suicida 0.0000 0.00 0.00
AUT.ANOG.SVD.INT
Accidental 6 .0010 0.002 0.001 0.00 .01
Total 35 .0009 0.004 0.001 0.00 .03
Natural 28 2.2149 6.660 1.259 0.00 33.01
Suicida 0.0000 0.00 0.00
AUT.NOG.SVD.EXT
Accidental 6 4.0813 9.997 4.081 0.00 24.49
Total 35 2.4716 7.114 1.202 0.00 33.01
Natural 28 0.0000 0.000 0.000 0.00 0.00
Suicida 0.0000 0.00 0.00
AUT.NOG.SVID.INT
Accidental 6 0.0000 0.000 0.000 0.00 0.00
Total 35 0.0000 0.000 0.000 0.00 0.00
Natural 28 .2396 0.813 0.154 0.00 3.27
Suicida 0.0000 0.00 0.00
AUT.NOG.SVID.EXT
Accidental 6 0.0000 0.000 0.000 0.00 0.00
Total 35 1917 0.731 0.124 0.00 3.27
Natural 24 .0016 0.004 0.001 0.00 .02
Suicida 0.0000 0.000 0.000 0.00 0.00
AUT.NOG.IVD.INT
Accidental 0.0000 0.000 0.000 0.00 0.00
Total 32 .0012 0.004 0.001 0.00 .02
Natural 24 3.1618 7.274 1.485 0.00 30.03
Suicida 0.0000 0.000 0.000 0.00 0.00
AUT.NOG.IVD.EXT
Accidental 6 2.8590 7.003 2.859 0.00 17.15
Total 32 2.9074 6.911 1.222 0.00 30.03
Natural 1 0.0000 0.00 0.00
Suicida 1 0.0000 0.00 0.00
AUT.NOG.SIVIL.INT
Accidental 5 0.0000 0.000 0.000 0.00 0.00
Total 7 0.0000 0.000 0.000 0.00 0.00
Natural 1 0.0000 0.00 0.00
Suicida 1 0.0000 0.00 0.00
AUT.NOG.SIVIL.EXT
Accidental 5 0.0000 0.000 0.000 0.00 0.00
Total 7 0.0000 0.000 0.000 0.00 0.00
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RESULTADOS DEL ESTUDIO ESTADISTICO ANALITICO DE LA
EXPRESION IMMUNOHISTOQUIMICA DE NOGO-A

La Intensidad de expresion inmunohistoquimica de Nogo-A es muy baja, muy cerca del
punto de corte.

El anélisis estadistico de los valores de las secciones inmunotefiidas para Nogo A
realizado mediante %> en cada una de las 10 zonas cardiacas analizadas de forma
semicuantitativa no fue concluyente por ser el nimero de casillas con frecuencias bajas
superior al 20%, maximo permitido. Si se pudo calcular los pardmetros de
multiplicacion del valor de la intensidad por la extension de expresion
inmunohistoquimica en cada una de las 10 areas cardiacas, ademas del la media de la
intensidad y media de extension de dichas 10 areas analizadas, asi como el producto de
multiplicar ambos (valores de intensidad por extension).

La expresion de Nogo A no mostrd diferencias estadisticamente significativas con
referencia a la causa de muerte. No obstante al transformar los datos y multiplicar la
media de intensidad por la extension pudo discriminar las “asfixias por sumersion”
frente a “IM” y “asfixia mecénica por ahorcadura” (P=0.038, test de K-W) aunque la
potencia del test no fue lo suficiente para poder realizar una correccién en comparacion
por parejas con la prueba U de Mann Whitney para muestras independientes, se puede

apreciar graficamente en la Figura 38.

La expresion de Nogo A si mostrd diferencias estadisticamente significativas al
estratificar las causas de muerte segin GRUPO 2 (accidental, muerte natural, suicidio)

en la comparacion por parejas se aprecian las siguientes diferencias:

- Muerte “natural “vs. “suicidio”

O Para la media de Intensidad de expresion de Nogo-A en las 10 zonas
cardiacas (P= 0.011, test de K-W), corregido con la prueba de U de
Mann-Whitney (P=0.038).

- 7 Muerte natural “ vs. “accidental”

O Para la media de Intensidad de expresion de Nogo-A en las 10 zonas
cardiacas (P= 0.011, test de K-W), corregido con la prueba de U de
Mann-Whitney ( P=0.035). Ademas de Intensidad x Extension de U de
Mann-Whitney (P=0.004)
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No fue significativa la expresion de Nogo A entre las causas diagnosticas segun

GRUPO 3.

TABLAS CON LOS RESULTADOS DEL ESTUDIO ESTADISTICO
ANALITICO DE LA EXPRESION IMMUNOHISTOQUIMICA DE NOGO-A

Variable Chi-cuadrado o] Valor de P Resultado
AUTM NOGO MEDIA INT 3.810 4 432 No
AUTOM NOGO MEDIA EXT 3.794 4 435 No
AUT.NOG.APEX.INT 2.065 1 151 No
AUT.NOG.APEX.EXT 3.198 1 .074 No
AUT.NOG.IT.I .700 4 .951 No
AUT.NOG.IT.E 434 4 .980 No
AUT.NOG.IVIP.INT 1.741 4 .783 No
AUT.NOG.IVIP.EXT 1.669 4 .796 No
AUT.NOG.IVIL.INT 2.106 4 .716 No
AUT.NOG.IVIL.EXT 1.081 4 .897 No
AUT.NOG.IVID.INT 119 2 .942 No
IAUT.NOG.VID.EXT 119 2 .942 No
AUT.NOG.SVIP.INT .009 1 .926 No
AUT.NOG.SVIP.EXT .536 1 464 No
AUT.ANOG.SVD.INT 8.005 4 .091 No
AUT.NOG.SVD.EXT 5.525 4 .238 No
AUT.NOG.SVID.INT 0.000 1 1.000 No
AUT.NOG.SVID.EXT 334 1 .563 No
AUT.NOG.IVD.INT 2.048 1 152 No
AUT.NOG.IVD.EXT .516 1 472 No
AUT.NOG.SIVIL.INT 0.000 4 1.000 No
AUT.NOG.SIVIL.EXT 0.000 4 1.000 No

(Si) Si existen diferencias estadisticamente significativas en los valores de la variable numérica
en las diferentes causas.

(No) No existen diferencias estadisticamente significativas en los valores de la variable
numérica en las diferentes causas.
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Variable cu;:dhrlz;do gl Valor de P Resultado
MAN NOGO MEDIA INT 8.981 2 .011 Sl
AUTM NOGO MEDIA INT 3.006 2 222 NO
AUTM NOGO MEDIA EXT 5.058 2 .080 NO
AUT.NOG.APEX.INT 0.688 2 .709 NO
AUT.NOG.APEX.EXT 1.066 2 .587 NO
AUT.NOG.IT.I 0.710 2 .701 NO
AUT.NOG.IT.E 0.281 2 .869 NO
AUT.NOG.IVIP.INT 0.000 2 1.000 NO
AUT.NOG.IVIP.EXT 0.000 2 1.000 NO
AUT.NOG.IVIL.INT 2.267 2 .322 NO
AUT.NOG.IVIL.EXT 1.776 2 411 NO
AUT.NOG.IVID.INT 0.458 2 795 NO
IAUT.NOG.VID.EXT 0.458 2 .795 NO
AUT.NOG.SVIP.INT 0.496 2 .780 NO
AUT.NOG.SVIP.EXT 0.769 2 .681 NO
AUT.ANOG.SVD.INT 1.455 2 483 NO
AUT.NOG.SVD.EXT 0.264 2 .876 NO
AUT.NOG.SVID.INT 0.000 2 1.000 NO
AUT.NOG.SVID.EXT 0.795 2 672 NO
AUT.NOG.IVD.INT 1.896 2 .388 NO
AUT.NOG.IVD.EXT 0.939 2 .625 NO
AUT.NOG.SIVIL.INT 0.000 2 1.000 NO
AUT.NOG.SIVIL.EXT 0.000 2 1.000 NO
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MAN Nogo A . ]
MEDIA INT Natural Suicida Accidental
Natural - .038 .035
Suicida _ 083

Accidental _

Figura 34.Expresion de Nogo-A en tejido cardiaco en las diferentes causas de muerte
(GRUPOI de clasificacion diagndstica).
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Se realizaron Curvas Roc para aquellos parametros mas significativos y que a su vez
fueron objetivo de nuestro trabajo. Se hicieron para la Intensidad de PARPI1 y

Lipoperoxidacion.

251



Tesis Doctoral

Antonio Pelegrina Jiménez

La Intensidad de PARPI1 logro separar las asfixias por sumersion frente al resto de
parametros y sobre todo las producidas mecanicamente por ahorcadura En las tablas
siguientes se pueden valorar el mejor punto de corte por sensibilidad y especificidad
(valor reflejado como 1- especificidad)

PARPI1- Valor medio de intensidad en las 10 zonas de tejido cardiacas.

1°.- Asfixias por Sumersion frente al resto de procesos.

Tabla 69. Coordenadas de la curva Grupo 1

Variables
resultado de
contraste:

PARP_MEDIAInt

Positivo si es Sensibilidad 1-
mayor o igual Especificidad
que
0.0000 1.000 1.000
1.0556 1.000 937
1.3056 1.000 921
1.5833 1.000 .889
1.7083 1.000 .857
1.7639 1.000 .810
1.8889 1.000 778
2.0556 .875 .508
2.1181 .875 492
2.1736 .875 476
2.3333 .875 429
2.4722 .875 .397
2.5278 .875 .349
2.6111 .875 317
2.7222 .875 .286
2.8333 .875 .238
2.9444 .875 .206
3.1250 0.000 127
3.2917 0.000 111
3.3889 0.000 .079
3.4722 0.000 .048
3.5833 0.000 .032
3.8333 0.000 .016
5.0000 0.000 0.000

252

Susceptibilidad

Curva COR

0,8

06

0,4

0,2

0g T T T
00 02 04 08 08

1 - Especificidad

Los segmentos diagonales son producidos por los empates

El punto de corte que optimiza la
Sensibilidad y Especifidad es el
valor 2.94 de la variable
PARP_MEDIAInt. Con dicho punto
de corte se calcula la capacidad
diagndstica de la variable
PARP_MEDIAInt para la causa de
muerte




RESULTADOS

Tabla 70. Area bajo la curva para Causa ‘

Variables resultado de
contraste:

PARP_MEDIAInt

Area Error tip.? Sig. Intervalo de
asintotica” confianza
asintético al 95%
Limite Limite
inferior  superior
774 .071 .012 .634 914

a. Bajo el supuesto no
paramétrico

b. Hipotesis nula: area verdadera = 0.5

Tabla 71. Tabla de contingencia PARP_MEDIAInt_Causa

Recuento
Causas_catl_roc Total
Asfixia Otras
por causas
sumersion
PARP_MEDIAInt_cat <=2.94 1 50 51
>2.94 7 13 20
Total 8 63 71

El testde la Chi-cuadrado con correccion de continuidad de Yates indica que existe
asociacion estadiscamente significativa entre las variables, valor de P=0.000

Tabla 72. IC 95%

Valor Lim. Inf  Lim. Sup
Sensibilidad 87.5 58.33 100
Especificidad  79.37 68.58 90.,15
VPP 35 11.6 58.4
VPN 98.04 93.25 100

Aunque los mejores resultados se pueden obtener al enfrentar “Causa de muerte por

asfixias por Ahorcadura” frente a “Sumersion”. Ver tablas de contingencia en

resultados analiticos.
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Para Lipoperoxidacion. Se muestran las 2 curvas ROC mas significativas.

-Media de Lipoperoxidacion en tejidos (tablas 73-76).

255.17 .655 .158

Variables Peroxidac.media 258.49 .636 .158
L%Sn“t:rgit‘;:de 262.43 636 105
Positivo _si es Sensibilidad 1- 264.84 .618 .105
may(z]ru(;algual Especificidad 56756 500 105
82.15 1.000 1.000 269.98 .582 .105
87.65 1.000 .947 275.51 .582 .053
107.25 .982 .947 285.19 .564 .053
126.18 .964 .947 289.55 .545 .053
130.16 .964 .895 291.24 .527 .053
136.30 .964 .842 293.01 .509 .053
142.84 .945 .842 295.27 491 .053
144.01 .945 .789 298.83 473 .053
145.87 .945 737 300.87 .455 .053
147.18 .945 .684 302.58 436 .053
148.06 .927 .684 305.13 418 .053
151.39 .909 .684 310.72 .400 .053
163.20 .909 .632 319.21 .382 .053
172.60 .909 579 325.57 .364 .053
173.75 .891 .579 329.70 .345 .053
174.83 .891 .526 339.30 .327 .053
175.78 .891 A74 350.70 .327 0.000
178.06 .873 474 364.10 .309 0.000
179.65 .873 421 375.65 .291 0.000
180.55 .855 421 379.80 .273 0.000
181.56 .855 .368 383.71 .255 0.000
182.85 .855 .316 385.94 .236 0.000
184.46 .836 .316 389.43 .218 0.000
185.20 .818 .316 410.55 .200 0.000
187.22 .818 .263 429.91 .182 0.000
196.06 .800 .263 445.81 .164 0.000
203.36 .782 .263 471.88 .145 0.000
207.15 .782 211 483.45 127 0.000
214,75 , 7164 211 505.50 .109 0.000
221,49 ,764 ,158 529.41 .091 0.000
229,03 , 745 ,158 561.80 .073 0.000
235,82 127 ,158 654.24 .055 0.000
240,36 ,709 ,158 745.36 .036 0.000
248,37 ,691 ,158 785.86 .018 0.000
253,76 ,673 ,158 798.23 0.000 0.000
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El punto de corte que optimiza la Sensibilidad y Especificad es el valor 187.22 de la
variable Peroxidac. Media. Con dicho punto de corte se calcula la capacidad diagndstica
de la variable Peroxidac. Media para la causa de muerte

Tabla 74. Tabla de contingencia Peroxidac.media_c
Causas_Grupol_roc

Causas_grupo 1_roc
Otras
Recuento - causas | Total
Asfixias+Infarto+Trauma de
muerte
natural
<=187.22 10 14 24
Peroxidac.media_cat
>187.22 45 5 50
Total 55 19 74
Curva COR
10 4,—‘—,—‘_‘
0.8
E 0,4
D'Do,o 0"2 0:4 ojs D,IS 10
1 - Especificidad
Causas_cat3_roc
Otras
Recuento o causas | Total
Asfixias+Infarto+Trauma de
muerte
natural
<=187.22 10 14 24
Peroxidac.media_cat
>187.22 45 5 50
Total 55 19 74
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El test de la Chi-cuadrado con correccion de continuidad de Yates indica que existe

asociacion estadisticamente significativa entre las variables. Valor de P=0.000

Valor Lim. Inf | Lim. Sup
Sensibilidad | 81.82 70.72 92.92
Especificidad | 73.68 51.25 96.12
VPP 90 80.68 99.32
VPN 58.33 36.53 80.14

El valor PP y VPN sensibilidad y especificidad va a variar en funcién del nimero de
casos de pacientes fallecidos por muertes por asfixias por ahorcadura que son los que
contamina el valor del resultado. Para hacernos una mejor idea podriamos revisar las

tablas de contingencia de peroxidacién media en resultados analiticos.

Para la Lipoperoxidacion del suero se obtuvo un mejor area bajo la curva para la Curva

ROC (0.92)

Variables resultado de
contraste:

lipoperox.suero

Intervalo de
confianza
. a Sig. asintotico al
Area Error tip. asintotica® 95%
Limite | Limite
inferior | superior
.920 .032 .000 .857 .982

a. Bajo el supuesto no
paramétrico

b. Hipétesis nula: area verdadera = 0.5

Siendo el punto de corte que optimiza la Sensibilidad y Especificad es el valor 19.25 de
la variable lipoperoxsuero. Con dicho punto de corte se calcula la capacidad diagndstica

de la variable lipoperoxsuero para la causa de muerte
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26.23 .643 0.000
VENIELS 26.93 625 0.000
resultado de
contraste: lipoperox.suero 27.20 .607 0.000
Positivo si es L 28.09 .589 0.000
mayor oaigual Sensibilidad Especificidad 28.89 571 0.000
que 29.55 554 0.000
4.87 1.000 1.000 30.22 536 0.000
6.11 1.000 938 30.46 .518 0.000
7.07 1.000 875 31.00 500 0.000
8.04 982 875 32.15 482 0.000
9.27 982 813 33.66 464 0.000
9.89 082 750 34.67 446 0.000
10.17 982 688 35.24 429 0.000
10.83 082 625 35.77 411 0.000
11.38 982 563 36.36 393 0.000
11.55 082 500 37.59 375 0.000
12.37 064 500 38.95 339 0.000
13.42 964 438 39.97 321 0.000
13.71 046 438 40.86 304 0.000
14.19 929 438 41.86 .286 0.000
15.46 929 375 4555 268 0.000
16.35 911 375 48.89 .250 0.000
16.54 893 375 49.13 .232 0.000
16.78 893 313 50.19 214 0.000
17.03 875 313 51.55 196 0.000
17.44 875 250 52.70 179 0.000
17.75 857 250 56.35 .161 0.000
17.84 839 250 60.01 143 0.000
19.26 .839 .188 61.55 125 0.000
20.83 821 188 65.35 107 0.000
21.38 821 125 69.06 .089 0.000
21.76 804 125 72.77 .071 0.000
21.94 804 063 76.95 .054 0.000
22.12 786 063 79.01 .036 0.000
22 36 750 063 89.56 018 0.000
22.99 732 063 100.12 0.000 0.000
24.06 714 .063
24.77 .696 .063
24.92 .696 0.000
25.22 .679 0.000
25.55 .661 0.000
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Curva COR
1,0 T
0,8
E 0,61
.-%
g 0,41
0,2
0.0 T T T T
0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0
1 - Especificidad
Causas_cat3_roc
Otras
Recuento o causas | Total
Asfixias+Infarto+Trauma de
muerte
natural
<=19.25 9 13 22
lipoperox.suero_cat
>19.25 47 3 50
Total 56 16 72

El valor PP y VPN sensibilidad y especificidad va a variar en funcién del namero de
casos de pacientes fallecidos por muertes por traumatismo que son los que contamina el
valor del resultado. Para hacernos una mejor idea podriamos revisar las tablas de
contingencia de lipoperoxidacion en suero en resultados analiticos.
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ICONOGRAFIA

Figura 35. Imagenes de musculo cardiaco tefiiddos con hematoxilina-eosina.

A) Nucleos irregular y aumentado de tamafio en miocardio isquémico.

B) Presencia de infiltrado inflamatorio agudo en foco de infarto de miocardio
incipiente.

C) Infarto evolucionado con miocardiocitos destruidos y pigmento hemosiderinico.

D) Infarto antiguo con zona fibrdtica cicatricial.
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Figura 36. Matriz de tejido (tissue array) inmunotefiido frente a troponina T (Polimero
conjugado con peroxidasa y revelado con DAB).
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Figura 37. Imagenes representativas de la expresion inmunohistoquimica de troponina
T en las diferentes causas de muerte (Polimero conjugado con peroxidasa y revelado
con DAB).

A: Infarto de miocardio, B: Traumatismo, C: Asfixia por ahorcadura, D: Asfixia por
sumersion, E: Otras causas de muere natural, F: Control de inmunotincion seccidon
infarto de miocardio con vimentina.
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Figura 38. Matriz de tejido (tissue array) inmunotefiido frente a troponina I (Polimero
conjugado con peroxidasa y revelado con DAB).
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Figura 39. Imagenes representativas de la expresion inmunohistoquimica de troponina [
en las diferentes causas de muerte (Polimero conjugado con peroxidasa y revelado con
DAB).

A: Infarto de miocardio, B: Asfixia por sumersion, C: Otras causas de muere natural,
D: Traumatismo, E: Asfixia por ahorcadura, F: Control de inmunotincion seccidén
infarto de miocardio con vimentina.
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Figura 40. Imagenes representativas de la expresion inmunohistoquimica de Poli(ADP-
ribosa) polimerasa (PARP1) en las diferentes causas de muerte (Polimero conjugado
con peroxidasa y revelado con DAB).

A: Infato de miocardio, B: Asfixia por ahorcadura, C: Asfixia por sumersion,
D: Traumatismo, E: Otras Causas de muere natural, F: Control positivo en amigdala.
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Figura 41. Imagenes representativas de la expresion inmunohistoquimica de Nogo-A
en las diferentes causas de muerte (Polimero conjugado con peroxidasa y revelado con
DAB).

A: Infarto de miocardio, B: Otras causas de muere natural, C: Asfixia por sumersion,
D: Asfixia por ahorcadura, E: Traumatismo, F: Control isotipo negativo en tejido
cardiaco.
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DISCUSION

Como ya hemos mencionado en apartados anteriores de este trabajo, hay casos en los
que llegar al diagnéstico de la causa fundamental del fallecimiento, asi como al
esclarecimiento de las circunstancias que lo rodearon, es una tarea muy dificil utilizando

solo los datos obtenidos a partir de la observacion directa durante la autopsia.

En el caso concreto de las muertes por infarto agudo de miocardio, existen lesiones
macroscopicas que permiten establecer el diagnostico de forma inequivoca, como por
ejemplo la rotura del tabique interventricular, trombosis y oclusion total de la luz en
arterias coronarias, establecimiento claro de una zona necrética, etc. Sin embargo, en la
practica son muchos los cadaveres en los que no son evidentes esos signos. En estos
casos es donde adquieren todo su valor las técnicas diagnosticas complementarias,
destacando los examenes morfologicos microscopicos y la determinacion de los niveles
de los marcadores cardiacos bioquimicos, cuyo analisis ha sido el objeto del presente

trabajo.

El fin ultimo de todas estas exploraciones complementarias y de todas las restantes
técnicas empleadas durante la realizacion de la autopsia es llegar a la certeza objetiva de
la causa del fallecimiento, llamada por algunos autores “certeza fisica”, entendiéndose
como tal aquella que es “capaz de ser medida y de dar a conocer el tanto por ciento de

sus probabilidades de error” (Gisbert Calabuig et al., 2004).

Un aspecto importante que debe ser tenido en cuenta es el hecho de que la
interpretacion de los datos obtenidos mediante el estudio anatomopatologico debera
realizarse con gran cautela, ya que, como se ha mencionado en la introduccion de este
trabajo, el infarto de miocardio es un fendomeno bioldgico cronodependiente, que
necesita un intervalo de tiempo para su instauracidon y, por tanto, para que pueda ser

evidenciado mediante examenes anatomopatologicos.

Por otra parte, hay numerosas ocasiones en las que la isquemia no se produce como
consecuencia de lesiones anatdmicas evidentes a la observacion, como por ejemplo
obstrucciones coronarias, malformaciones en los vasos, situaciones que provoquen un
incremento en la demanda de oxigeno (hipertrofia severa, etc.), sino que la isquemia

pudo originarse por situaciones que provoquen una alteracion funcional sin lesiones ni
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signos evidentes en el estudio post mortem, como es el caso del vasoespasmo coronario

o alteraciones de la conduccion eléctrica cardiaca (arritmias).

Otro aspecto a tener en cuenta es el hecho de que el simple hallazgo durante la autopsia
de lesiones obstructivas parciales en las arterias coronarias, incluso si son severas, no
es suficiente para poder llegar a la conclusiéon de forma inequivoca de que la causa
inmediata del fallecimiento, en ausencia de otros hallazgos, haya sido el infarto agudo

de miocardio.

Es por ello que se debe profundizar mas en la busqueda de marcadores bioquimicos que
actuen como indicadores de sufrimiento cardiaco. Estos podran complementar el resto
de hallazgos de la necropsia y asi conducirnos al establecimiento de la certeza fisica en

el diagnostico post mortem de infarto agudo de miocardio.

El primer punto que nos planteamos al realizar el estudio es que fuera una investigacion
que tuviera una utilidad practica o necesidad no cubierta o que cumplimentara a otras
que lo hacian en parte. Patélogos, forenses, peritos se encuentran en la practica clinica y
médico-legal diaria con la necesidad de emitir un informe o diagnostico con
repercusiones legales que tropieza con la dificultad de diferenciar entre causa y
consecuencia de la causa de muerte. El corazén siempre estd de una u otra forma

implicado

Una vez seleccionado el tema y disefiado el estudio y escogidos los marcadores, lo
primero que nos planteamos fue la validez del estudio, es decir, descartar los posibles
sesgos o errores que se puedan haber cometido, sobre todo en aquellos parametros que
pudieran tener alguna relacion con el intervalo post mortem. Ademas se valor6 que edad
y sexo no tuvieran relacion con los parametros estudiados, sin encontrar ninguna

relacion.

En lo que respecta a la posible interaccion de la data de la muerte con los resultados
bioquimicos obtenidos, los niveles de ¢Tnl y CK-MB en suero periférico y liquido
pericardico en el caddver en general muestran una elevacion leve y gradual post mortem
dependiente del intervalo post mortem. Esta elevacion, en el caso concreto de cTnl es
mayor para ciertas causas de muertes especificas, incluyendo infarto agudo de
miocardio (IAM), enfermedades cerebrovasculares (ECV), hipertermia, abuso fatal de

metanfetamina (MA) e intoxicacién de monodxido de carbono (CO). Sin embargo es
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insignificante para el infarto de miocardio recurrente (IMR), las enfermedades
congestivas cronicas corazén (ECC) y las asfixias mecénicas. La elevacion post
mortem de CK-MB es mayor para la intoxicacion por CO o muertes por aspiracion e
insignificante para asfixia por ahogamiento (Zhu, 2007). Cuando se intentd buscar una
correlacion no paramétrica enfrentado el intervalo post mortem frente a los distintos
parametros estratificados para cada una las causas, para rechazar la hipdtesis nula la
mayor significacion obtenida para el test de Kruskal-Wallis fue de 0.078. Ese analisis es
importante ya que si hubiera habido alguna significacion se cometeria un sesgo que
podia invalidar parte del estudio. Tampoco la hubo cuando se enfrento el intervalo post
mortem frente a peroxidacion para cada una de las causas por separado ni tampoco para
ninguno de los paradmetros estudiados. Lo mismo pas6 con el pardmetro edad, sexo y

resto de parametros del estudio.

La ausencia de relacion entre intervalo post mortem y los pardmetros se confirmé con
una correlacion tanto de Pearson como Spearman con coeficiente de correlacion de 0.06
y 0.014, respectivamente lo cual nos valida los intervalos de toma de muestra para todos

los casos. Los datos los podemos apreciar la grafica 44.

Al respecto, hemos de recordar que todos los cadaveres tenian una data conocida que
oscilaba entre 5 y 24 horas con una media de 15.2745.67 horas y que los cadaveres se
mantuvieron refrigerados a 4°C desde el momento de su recepcion en el Instituto de

Medicina Legal hasta la realizacion de la autopsia

En trabajos realizados por Pérez-Carceles et al. (1995a,b) y Osuna et al. (1998, 1999) se
analiz6 la posible interferencia introducida por los fendémenos autoliticos en las
concentraciones de marcadores bioquimicos cardiacos utilizados en el diagnostico post
mortem y no se observa una correlacion significativa entre la data de la muerte y las
concentraciones de los diferentes marcadores en cadaveres conservados y con datas

inferiores a 72 horas.
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Figura 44

data ( horas postmortem)
i

T T T T T
Asfixia por Infarto de miocardio Asfixia por traumatismo otras causas de
ahorcadura sumersion muerte natural

causa

A la vista de estos resultados, podemos concluir que nos encontramos ante una data

idonea, a la que se une la refrigeracion del cadaver en la sala de autopsias, lo que nos

puede permitir obtener conclusiones validas sobre el comportamiento de los marcadores

y estudios analizados.

Todos los marcadores bioquimicos utilizados cumplen las caracteristicas que Adams et

al. (1993) y Bakker et al. (1993) establecieron como las ideales a cumplir por un

marcador bioquimico de sufrimiento miocardico. Estas son:

1.

Debe encontrarse en concentraciones elevadas en el tejido miocardico y bajas en

Sucro.

Debe ser especifico de miocardio y no hallarse en otros tejidos, ya sea en trazas

0 como consecuencia de situaciones patologicas.

Debe ser liberado s6lo como consecuencia de lesion celular miocardica, y esa

liberacion debe producirse de forma rapida.

Debe proporcionar una base fidedigna para el diagnostico y valoracion
cuantitativa de la lesion, siendo sus niveles proporcionales a la extension de

dicha lesion.

Debe permanecer en suero varias horas, de forma que proporcione una adecuada
“ventana diagnostica”. Este tiempo no debe ser muy prolongado, para no

enmascarar el diagnéstico de posibles reinfartos.
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6. Debe poder detectarse mediante una técnica sencilla, rapida, exacta y de un coste

razonable.

Como en el apartado de la introduccion hemos sefialado, las troponinas cardiacas
constituyen en la actualidad el nuevo criterio de referencia en el diagnostico de
laboratorio del infarto agudo de miocardio, debido a su alta eficacia diagnodstica. Las
troponinas cardioespecificas muestran una muy alta sensibilidad y especificidad como
marcadores de necrosis miocardica, tanto en pacientes con o sin diagndstico

electrocadiografico (Hillis & Fox, 1999; Wu et al., 1999; Gerhardt et al., 2000).

En los ultimos afios, la utilizacion de las troponinas séricas en el diagnostico de los
sindromes coronarios agudos ha aumentado al demostrarse una mayor sensibilidad en
relacion a la fraccion MB de la CK, que era el marcador tradicionalmente utilizado
(Pagani et al., 2001). Su determinacién ha mostrado también una gran utilidad como
consecuencia de la gran ventana diagndstica que provoca su liberacion al torrente
sanguineo tras una infarto agudo de miocardio en pacientes que son ingresados en un
hospital con sintomas inespecificos o que los presentan numerosos dias después del

inicio de la sintomatologia (Panteghini, 1999; Chapelle, 1999; Jaffe et al., 2000).

La capacidad prondstica que tienen las troponinas séricas se atribuye principalmente a la
capacidad que tienen para detectar microinfartos, areas de necrosis demasiado pequenas
para producir cambios electrocardiograficos o incremento de las enzimas cardiacas en

Sucro.

En nuestro estudio hemos utilizado el liquido pericardico, un fluido de gran utilidad
diagnostica en el analisis post mortem, como previamente han demostrado numerosos
autores, reflejados en la introduccion. Asi lo demuestran los resultados obtenidos en el

tratamiento aplicado.

En Liquido pericardico tanto la CKMB como cTnl, pudieron diferenciar entre “IM” y

el resto de los grupos (asfixias por ahorcamiento, sumersion y otras causas de muerte
natural) salvo traumatismos. El valor del porcentaje sobre el total de las isoformas
MBmbl1, del MBmb2 en liquido pericardico diferencié “IM” frente a “asfixia por

sumersion” y “otras causas de muerte natural”.
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En Suero la utilizacion de de pardmetros bioquimicos como CKMB, o el valor de la
Isoforma Cardiacas MBmb2 sobre el Total de MB pudieron diferenciar “muertes por

asfixia por umersion vs traumatismos”.

La presencia de isquemia miocardica aguda es la causa mas frecuente de incremento de
las concentraciones de CKMB, cTnl y ¢TnT y comprenden mas del 60% de los valores
aumentados. Es de interés el hecho de que los pacientes con microinfartos muestran con
mayor frecuencia valores incrementados que los que presentan infartos de mayor

tamano.

La cTnl es el marcador mas especifico para el diagnostico de dafio miocardico. Como
vemos, la cTnl retine las caracteristicas que mas hay que considerar a la hora de valorar
la utilidad de un marcador bioquimico en el diagnéstico post mortem del sufrimiento

cardiaco.

Se han descrito algunos problemas derivados del uso de la ¢cTnl que se manifiestan en el
hallazgo de diferencias en las concentraciones observadas de hasta 20 veces. Estas
discrepancias pueden ser el resultado de la liberacion de numerosos productos derivados
de modificaciones de la ¢cTnl presentes en el miocardio isquémico. Modificaciones post-
translacionales, incluyendo una degradacion selectiva, la formacion de complejos
covalentes y la fosforilacion de la cTnl se han observado en el miocardio de ratas tras
los procesos de isquemia / reperfusion y en el miocardio postisquémico (Jaffe et al.,
2000). En el miocardio humano la protedlisis de la cTnl es mas intensa y compleja, en
parte debido a la heterogeneidad de la enfermedad presente en una poblacion
determinada. El significado de esta liberacion de productos modificados no ha sido
investigado, a pesar de la posible importancia clinica como un dato correlacionado con

la subsiguiente progresion de la enfermedad isquémica cardiaca.

Por otra parte, se ha observado que un alto porcentaje de pacientes con fracaso renal en
los ultimos estadios de la enfermedad muestra un incremento de los niveles de cTnT en
ausencia de isquemia cardiaca aguda (Ooi et al., 1998; Heeschen et al., 2000). Se
sugiere que este incremento representa falsos o espureos incrementos como
consecuencia de la reexpresion de isoformas cardiacas, la forma fetal, en la musculatura
esquelética de estos pacientes. McLaurin et al. (1997), Ooi et al. (1999) observaron en

un afo un incremento tres veces mayor de la mortalidad en 172 pacientes
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hemodializados con incremento de ¢TnT frente a los que no lo tenian, y aunque este
incremento puede ser el resultado de infartos silentes, el patrén de elevacion no se
corresponde con el de procesos isquémicos agudos. Asi pues, el incremento de cTnT en
estos pacientes acrecienta la posibilidad de que sea un indicador de procesos cronicos en

los que esta en peligro la vida del paciente.

Pagani et al. (2001) comparan el valor diagnostico de la cTnl y la ¢cTnT en una
poblacion no seleccionada ingresada en una unidad de Medicina General por diferentes
patologias. La elevacion de ambas troponinas se asocia con una sensibilidad diagnostica
con el infarto agudo de miocardio, siendo del 100% para la cTnl y del 98% para la
cTnT, y la especificidad es también un poco mas elevada para la ¢cTnl (78.7%) que para
la ¢TnT (68.1%). Incrementos en las concentraciones de ¢Tnl y de ¢TnT se observaron
en 15 pacientes de los 39 sin sindrome coronario agudo. También se observaron niveles
elevados de ambas troponinas en 8 pacientes con importantes alteraciones clinicas y
complicaciones. Las discordancias en las concentraciones de ambas troponinas fueron

mas frecuentes a favor de incrementos de ¢TnT.

En pacientes con infarto agudo de miocardio, resultados discordantes se encontraron en
un solo paciente, en el que se da un falso negativo en los valores de ¢cTnT que se asocia
a una elevacion pequeiia de la cTnl. En este paciente la toma de la muestra se realizod
144 horas después del inicio de los sintomas, tipicamente en el extremo limite de la
ventana diagndstica para estos marcadores. Pagani et al. (2001) realizan un estudio
comparativo entre la ¢Tnl y la ¢cTnT en muestras de rutina obtenidas en un servicio
hospitalario no cardioldgico y encuentran una sensibilidad semejante entre ellas y una
especificidad mayor para la ¢cTnl, aunque no significativa. De acuerdo con un estudio de
Hetland et al. (1998) las discordancias encontradas entre los niveles de cTnl y ¢TnT se

encuentran mas a favor de un incremento de la cTnT que de la ¢Tnl.

Este hecho tiene dos interpretaciones: la cTnT es mas sensible para la deteccion de la
lesiéon miocardica focal que la ¢Tnl o que la cTnT se asocia realmente a una menor

especificidad para la lesion miocardica que la cTnl.

Pagani y cols. (2001) concluyen que se obtiene una eficacia diagndstica comparable
entre la cTnl y la ¢TnT. Segln Jaffe (1999) la concordancia entre los falsos positivos de
la ¢Tnl y la ¢TnT en casos sin sindrome coronario puede explicarse en la deteccion de

lesiones miocardicas minimas que no son diagnosticadas mediante los métodos
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diagnosticos convencionales. La ¢TnT aumenta con mas frecuencia en pacientes sin
enfermedad coronaria manifiesta, aunque la significacion clinica de este hecho no ha
sido determinada. No estd clara su utilidad como alternativa diagnostica en estos
pacientes, como marcador “centinela” que pudiera mostrar niveles anormalmente altos

incluso antes de aparecer los sintomas de la enfermedad coronaria.

Ooi et al. (2000) se plantearon analizar los incrementos de cTnT en patologias
miocardicas de tipo subclinico. Para ello realizaron un estudio post mortem en 66
cadaveres correlacionando muestras de suero ante mortem en las que determinan los
niveles de CK, CKMB, c¢Tnl y cTnT y correlacionan los hallazgos con los resultados

obtenidos tras el andlisis post mortem del tejido cardiaco.

Encuentran incremento de CK en 3 de los 15 pacientes que no presentan alteraciones
miocardicas y ¢Tnl con concentraciones muy proximas al punto de corte en un caso. En
pacientes con patologia miocardica, es mas frecuente el incremento de los niveles de
cTnT. Aunque el aumento de CK se observa sin un incremento de los otros marcadores,
el aumento de CK-MB se correlaciona con el de cTnl y cTnT en todos los pacientes. De
la misma forma todos excepto uno de los pacientes con aumento de cTnl tenian valores
elevados de cTnT. Las medianas de las concentraciones y los porcentajes de pacientes
con valores elevados de CKMB, c¢Tnl y ¢TnT son mayores en los pacientes con
patologia miocardica. Esto no ocurre para la CK. Sin embargo la odds ratio para la
presencia de infarto de miocardio agudo es significativa para la ¢cTnl y ¢TnT solo y para
la presencia de insuficiencia cardiaca congestiva y otras patologias cardiacas es

significativa solo para la cTnT.

Cuando son tenidas en cuenta todas las patologias cardiacas, las sensibilidades son 38%,
26%, 44% y 53% para CK, CKMB, cTnl y ¢TnT respectivamente. La especificidad para
la CK es del 80% y para el resto de los marcadores del 100%.

Para el infarto agudo de miocardio las especificidades para la CK, CKMB, c¢Tnl y CtnT
son del 75%, 92%, 87% y 73% respectivamente. La sensibilidad clinica para el infarto
agudo de miocardio es del 22%, 19%, 48% y 62% respectivamente.

Cuando nos referimos a muestras obtenidas en los 6 dias previos al fallecimiento las

sensibilidades varian ostensiblemente, siendo del 17%, 22%, 61% y 70%
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respectivamente, y se incrementan si nos referimos a muestras procedentes de los 3 dias

previos a la muerte.

Para el infarto agudo de miocardio la sensibilidad de la ¢cTnT no muestra diferencias
significativas con la de la cTnl pero si con la CKMB y CK. Para el resto de las
patologias cardiacas la sensibilidad de la c¢TnT sobre la de la c¢Tnl no alcanza

significacion estadistica.

Morrow et al. (1999) analizan la eficacia de tres técnicas diferentes de determinacion de
cTnl en el laboratorio clinico como métodos diagnosticos y prondsticos del infarto de
miocardio y de la revascularizacion urgente, asi como su correlacion con los niveles de
CK-MB. La mayor capacidad diagnostica y pronostica se obtiene con la ¢cTnl con una

odds ratios de 2.1-2.9 (P<0.0006).

Apple et al. (2000) evaltan la sensibilidad y especificidad diagnostica de diferentes
marcadores bioquimicos utilizados en servicios de urgencia (mioglobina, creatin kinasa
masa, ¢Tnl y CK total masa) en sangre total en pacientes que presentan dolor toracico,
para confirmar o descartar un infarto de miocardio. Para ello analizan muestras
procedentes de 166 individuos aparentemente sanos y 369 pacientes con un sindrome
coronario agudo con dolor toracico sugerente de isquemia miocérdica; de ellos 89
presentaban un infarto de miocardio agudo. Las muestras fueron recogidas en el
momento del ingreso y a las 3, 6 y 24 horas del ingreso. Con un intervalo de confianza
del 95% obtienen las sensibilidades y especificidades en los puntos de corte siguientes:
para la cTnl con un punto de corte de 0.4 pg/L obtienen una sensibilidad del 93% y una
especificidad del 94%; para la CKMB un punto de corte de 7.0 ug/L, y una sensibilidad
y especificidad del 90% y 90% respectivamente; para la mioglobina un punto de corte
de 100 ng/L y una sensibilidad y especificidad del 81% y 81% y finalmente para la CK
total con niveles de 190 pg/L una sensibilidad del 86% y una especificidad del 86%.

Asi pues, los hallazgos de los diferentes estudios consultados confirman la mayor
sensibilidad clinica de las troponinas séricas sobre la CK y CKMB en los sindromes
coronarios agudos. En muchos de los pacientes con incrementos “bordeline” de las
concentraciones de troponina sérica se observan pequeflos microinfartos post mortem.
Un importante hallazgo de Ooi et al. (2000) es la presencia de cambios histologicos en
los corazones de casi todos los pacientes con concentraciones elevadas de CKMB, cTnl

y ¢TnT. En muchos casos se trata de pacientes en los que no hay sintomatologia ni
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signos clinicos de infarto. El porcentaje de pacientes con un incremento de ¢Tnl es muy
similar al de los que tienen un incremento de cTnT (50% vs 63%). El porcentaje un
poco mayor en el caso de sujetos con niveles elevados de cTnT puede explicarse por su
mas prolongada vida media que hace que en ellos sea mas probable que en un estudio

simple estratificado puedan observarse niveles elevados.

Cina et al. (2001) analizan la utilidad de la cTnT como test diagnostico cualitativo en la
sala de autopsias. Dressler y cols. (1998) muestran su utilidad para discriminar la
contusion cardiaca de los artefactos producidos tras la aplicacion de maniobras de
resucitacion cardiopulmonar. Encuentran algunas limitaciones de esta prueba en
muestras previamente congeladas o hemolizadas, por lo que recomiendan la utilizacién
de muestras de sangre periférica procedente de la subclavia o de la femoral obtenida en
un plazo de 24 horas. Una ventaja que muestran es su especificidad. En la mayoria de
las ocasiones las discrepancias que encuentran entre los hallazgos anatomopatologicos y
los obtenidos en los niveles de cTnl es irrelevante. Tres falsos negativos se
correspondieron con arritmias cardiacas con minimos hallazgos en la autopsia.
Encuentran un falso positivo en un sujeto fallecido por una sobredosis de heroina en el
que el peso del corazén es de 800 g y se observa una importante fibrosis intersticial
miocardica. Los autores llegan a postular su uso en casos en los que no se observan
alteraciones anatomopatologicas e incluso en situaciones en las que podria obviarse la
realizacion de la autopsia. En nuestra opinion las pruebas bioquimicas siempre deben
ser complemento de una investigacion exhaustiva del cadaver y en ningiin momento se
puede obviar la realizacién de una autopsia completa del cadaver. Ademas en este
estudio se realiza una prueba cualitativa que en determinadas situaciones limite puede
ser dificil de interpretar. Sin duda alguna, el estudio que hemos realizado en el que
concurren la determinacion de diferentes marcadores bioquimicos (mioglobina, CKMB
y ¢Tnl y sus cocientes liquido pericardico/suero) que muestran porcentajes de
sensibilidad y especificidad diferentes y el andlisis macroscopico y microscopico que
una autopsia completa exige reduce sensiblemente el nimero de casos en los que la
interpretacion de la causa de la muerte y las circunstancias que la acompafian es

compleja.

La cTnl determinada en tejido también diferencid entre causas de muertes naturales

frente a suicidas y accidentales mediante la media de la Intensidad.
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Ooi et al. (2000b) demostraron correlacion entre los niveles de CK-MB, cTnl y ¢TnT y
cambios histologicos cardiacos significativos en autopsias de pacientes sin clinica de
IAM. Cina et al. (2001) demostraron que la determinacion de ¢TnT cardiaca podria
discriminar si la victima de un accidente de trafico ha sido causada por un IAM siempre

y cuando no hubiera lesiones toracicas.

La elevacion en sangre de los marcadores cardiacos, como los estudiados por nosotros,
reflejan la necrosis tisular cardiaca, sin embargo no nos habla sobre el mecanismo
etiologico subyacente, aunque se han relacionado con la causa de muerte debido al dafio
isquémico, hipdxico y / o dafio miocardico citotoxico. Los niveles elevados de ¢Tnl y
CK-MB en sangre periférica y liquido pericardico aumentan después de la muerte (Zhu,
2007) y la estimacion de la relacion cTnl /CK-MB es independiente del intervalo post

mortem para la toma de muestra.

Una posible explicacion a las diferencias encontradas en las concentraciones séricas
entre los diferentes grupos en los que hemos categorizado muestro estudio viene
determinada por las caracteristicas del pardmetro bioquimico que se libera como
expresion de la lesion muscular. A este respecto, la mioglobina es un marcador que
presenta una gran sensibilidad, pero una baja especificidad (Luna et al., 1982; 1983;
Cairns et al., 1983; Grenadier et al., 1983; Stone & Willerson, 1983; Stewart et al.,
1984; Hoberg et al., 1987) y su liberacion viene determinada por una lesion muscular
independientemente de la procedencia. Asi pués, sus concentraciones en los diferentes
fluidos aumentaran ante la existencia de una sufrimiento muscular esquelético. En
estudios previos, realizados por el grupo de investigacion del Area de Medicina legal y
Forense de la Universidad de Murcia (Osuna et al., 1998; Pérez-Carceles et al., 2004;
Martinez-Diaz et al., 2005), la ¢Tnl presenta una alta sensibilidad ademas de una
elevada especificidad para el diagnostico clinico del infarto agudo de miocardio,
aspectos comentados en la introduccion de esta memoria Doctoral, por lo que sus
mayores concentraciones se encuentran en sujetos fallecidos por esta patologia. Estos
autores concluyen sobre el valor diagndstico que posee la determinacion de marcadores
bioquimicos en los fluidos del cadaver para descartar una muerte de etiologia cardiaca,

dada la gran especificidad diagnoéstica que presentan.

En nuestro caso cuando estudiamos los valores en suero de CK-MB, encontramos que

solo las “asfixias por sumersion” presenta valores muy bajos en relacion al resto,

279



Tesis Doctoral Antonio Pelegrina Jiménez

mostrando una significacion estadistica con la prueba U de Mann-Whitney en la
comparacion de parejas vs “traumatismo” con P=0.028 y marginal para IM con
P=0.088. EIl resto de las causas también presentaron valores elevados, pero no

significativos (Figura 32).

La determinacion de CK-MB en suero no present6d significacion estadistica cuando
fueron estratificados por GRUPO 2 (muerte accidental, natural, suicida). Sin embargo,
la CK-MB en liquido pericardico estratificada por GRUPO 1 mostré diferencias
significativas al comparar el grupo de “IM” con los grupos de “asfixia por ahorcadura,
asfixia por sumersion y otras causas de muerte natural” (con P=0.031, P=0.002 y
P=0.004 respectivamente). Sin embargo, no se observan diferencias con el grupo de

traumatismo.

Idénticos resultados se obtuvieron con la ¢Tnl en Lpc (con P=0.044, P=0.019 y P=0.003
respectivamente). Ademas la estratificacion frente a GRUPO 2 pudo diferenciar las

muertes “natural vs accidental” (sig. test U de Mann-Whitney para la comparacion de

parejas P=0.032).

Por el contrario, la determinaciéon de c¢Tnl en suero no proporciond ninguna

significacion estadistica.

La secuencia de liberacion del marcador cardiaco al Lpc y de este a suero y la deplecion
histica de dichos marcadores cardiacos debe de estar en relacion con los valores
obtenidos en las distintas patologias en cada uno de los compartimentos cuando estemos
trabajando con marcadores estructurales. Ejemplo de ello son los valores bajos de CK-
MB en suero obtenido por las muertes por asfixia por sumersion. Este concepto no se

debe de aplicar a marcadores funcionales.

Aparte de tener en cuenta la cinética de liberacion en caso de dafio cardiaco hay que
tener presente lo que ocurre con las ¢Tn cuando estan todavia en el tejido y no se han
liberalizado, un 6-8% de ¢TnT y un 2-8% de cTnl se encuentran libres en el citoplasma
(Apple, 2012). Esto explica la liberacion bifasica cuando existe dafio miocardico.
Primero se liberaria la parte soluble, seguida mas tarde de la parte de los complejos
estructurales. Esto a su vez explica la relacion no totalmente cierta entre los 3
compartimentos (histico, Lpc y suero) como son este caso que nos ocupa, que son

practicamente estructurales pero no del todo. Hay que tener en cuenta lo que ocurre con

280



DISCUSION

la Tnlc cuando estd todavia en el tejido y no ha dado tiempo a liberarse a Lpc. Se
podrian 0 no obtener los mismos resultados con TnTc y esto podria ser o no l6gico con
lo publicado ya que este marcador tiene menor intensidad que la Tnlc (ver valores
medios en las tablas de estadistica descriptiva). Asi, los valores medios para todos los
casos son para la Tnlc de 2.72+0.45 para intensidad y 2.74+0.36 para extension vs
TnTc con 0.99+0.99 en intensidad y 1.01 £ 0.99 para la extension. Ademas TnTc tarda
mas tiempo en liberarse al torrente sanguineo y liquido pericardico [esto puede ser
debido a su tamafio molecular ¢cTnl (23 KDa) y cTnT (34 kDa)]. A este hecho hay que
sumar que la media de Tnlc tiene unos coeficientes de variacion muchos mas estrechos
que TnTc (practicamente un tercio menos). A la hora de la lectura, la lectura manual
(semicuantitativa) o automatica, Tnlc presenta mayor intensidad que TnTc,
exactamente 3 veces mas. Por esta razon consideramos que cTnl es mejor marcador que

cTnT para nuestro objetivo y asi lo demuestra la significacion estadistica obtenida.

Figura 45
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La determinacion de las isoenzimas e isoformas cardiacas, ha caido en desuso desde el
uso de troponinas. De hecho, en las guias de la tercera definicion de IM de la
“ESC/ACCF/AHA/WHF Expert Consensus Document” se desaconseja ya su uso por
obsolescencia. Sin embargo para el objetivo de nuestro estudio se mostro eficaz su

determinacion para nuestra aplicacion de diferenciar en suero “asfixia por sumersion”
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frente a “traumatismo” con el porcentaje de la fraccion MBmb2 sobre MB total en
suero. Ademas el porcentaje de las isoformas MBmb1 y MBmb2 en liquido pericardico

diferenciaria “IM” frente a “asfixia por sumersion” y “otras causas de muerte natural”.

Como hemos comentado con anterioridad, diferentes estudios de TnTc o Tnlc se han
realizado en suero, liquido pericardico e histoldgicos y diferentes autores (Osuna et al.,
1998; Cina et al., 2001; Perez-Carceles et al., 2004; Martinez-Diaz et al., 2005; Jaffe et
al., 2006; De Lemos et al., 2010; Aissaoui et al., 2013) informaron sobre la relacion
existente entre las concentraciones de dichos marcadores con la muerte por IM. En un
estudio experimental realizado por Fishbein en 2012 en secciones de tejidos cardiaco
fijados en formalina de diferentes especies animales en tinciones inmunohistologicas
con diferentes anticuerpos monoclonales de ¢TnT y cTnl demuestra que pueden ser
utilizados para visualizar las troponinas sobre tejido, aunque las pérdidas no son
uniformes siendo mayores en el drea periférica y central del infarto. Estas pérdidas eran
mayores para troponina ¢TnT que cTnl. Dichas pérdidas ocurren muy precozmente tras
la isquemia por oclusidn, en concreto, a partir de los 30 minutos. Tras la oclusién queda
una tincion residual persistente por horas que coincide con la salida y elevacion de
troponinas en suero en pacientes con IM. No se observo pérdida en la parte del corazon

no necrotico.

Tras la reperfusion, los resultados fueron similares a los que tuvieron una oclusion
permanente, excepto que fue mayor el contraste entre region periférica y region central

de la isquemia.

Los cambios en la tinciones de ¢cTnT y ¢Tnl precedieron a la evidencia histologica de
necrosis, pero esto no ocurria en corazones no necréticos, afirmando que las tinciones
inmunohistoquimicas de TnTc o Tnlc pueden ayudar a diferenciar en las mayorias de

las necropsia dificiles las muertes por isquemia miocardica.

Cuando realizamos el analisis estadistico buscando una relacion entre causa de muerte y
cortes histologicos de troponinas I o T, no encontramos ninguna significacion
estadistica para ¢TnT. No se encontrd6 ni en las lecturas parciales de las 10 areas
estudiadas: Solo el célculo de la “media de la extension” pudo diferenciar muertes por
“traumatismo” frente a “otras causas de muertes naturales” (analisis discriminado frente

a GRUPO 1 mediante ImagelJ) y muertes “accidental” frente a “natural” (Analisis
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discriminativo frente a GRUPO 2 manual semicuantitativo). A su vez la media de la
Intensidad de cTnl diferencié significativamente las muertes “suicidas” frente a las

“naturales”. (Analisis discriminativo frente a GRUPO 1 manual semicuantitativo).

La ausencia de significacion estadistica con el IM en cortes histoldgicos pensamos que
se debe a que en los grupos etiologicos son grandes “cajones de sastre” donde se
incluyen distintos procesos que albergan como en el caso del IM una amplia variedad de
causas (trombosis coronarias, anemia por disminucion del aporte de oxigeno, aumento
de la demanda de este, arritmias, angor, SCASEST, SCACEST y un largo etc....) que
tienen un origen diferente con un final comun. También en casos de IM la severidad y
extension de las lesiones varia en funcion de la causa y la arteria coronaria afectada.
Por poner el ejemplo: la arteria coronaria mas frecuente afectada es “la descendente
anterior” (D.A). y la intensidad del dafio cardiaco va a depender de donde se haya
producido la oclusiéon (a qué distancia se ha producido de la bifurcacion de la
coronaria izquierda en circunfleja y DA, o el grado de oclusion de la misma (60%, 80%

6 100%).

Otro ejemplo seria las diferentes consecuencias en funcion de la estructura anatomica a
la hora de la irrigacion del noédulo sinusal, de cual es la arteria coronaria dominate a la
hora de dar dicha irrigacion (coronaria derecha o circunfelja o DA o codominancias.)

con consecuencias distintas para una misma lesion coronaria.

En Tejido cardiaco la utilizacion de la Lipoperoxidaciéon proporcioné multiples
parametros dentro de la lipoperoxidacion para poder diferenciar “otras causas de muerte
natural” frente al resto de causas (IM, traumatismo, asfixias por ahogamiento y por
ahorcamiento)

El corazon necesita oxigeno, pero también es susceptible al estrés oxidativo que ocurre
durante la reperfusion tras un periodo de isquemia. El proceso de reperfusion de las
células miocardicas es necesario para salvar el tejido de muerte irreversible. Sin
embargo, la reperfusion, incluso después de breves periodos de isquemia, se asocia con
cambios patologicos que pueden, tanto acelerar el proceso iniciado durante la isquemia,
como provocar nuevos cambios fisiopatologicos que se iniciaron en la reperfusion. A
pesar de las posibilidades de salvar tejido miocardico isquémico, a veces surge una

nueva lesion celular que amortigua el efecto beneficioso de la propia repercusion.
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Algunos autores han introducido el concepto de “lesion de reperfusion” asumiendo que
gran parte del dano generado podria ser consecuencia de acontecimientos que tienen
lugar durante los procesos de reperfusion, mds que como resultado de cambios
bioquimicos durante el periodo de isquemia. En este sentido, existen evidencias que
refieren el papel tan importante de los radicales libres en la patogenia de los dafios

producidos durante la reperfusion:

El proceso de reperfusion tras un periodo prolongado de isquemia, se asocia con
deterioro de las funciones cardiacas, alteraciones de la membranas celulares, aumento
de liberacion de enzimas, sobrecarga de calcio intracelular, y muerte ocasional de tejido
cardiaco (Lucas, 1998; Ozmen et al., 1999; Zhu et al., 2006) relacionandose con la
disfuncion transitoria del ventriculo izquierdo. El periodo posterior a la reperfusion del
miocardio isquémico se asocia con una elevada incidencia de alteraciones bioquimicas
y electrofisiologicas como taquiarritmias severas que incluyen la taquicardia ventricular

y la fibrilacion ventricular (Vergely et al., 1998; Ravingerova et al., 1999).

La naturaleza de los acontecimientos que tienen lugar durante estos procesos de
isquemia y reperfusion, no estd del todo aclarada: si los mecanismos de defensa del
miocito se alteran o si aumenta la produccion de radicales libres, 0 ambos procesos. Asi,
por ejemplo, la produccion de H,O, en el miocardio durante los primeros minutos tras la
reperfusion y el mecanismo arritmogeno de los radicales libres podria estar relacionado

con la inhibicion de la Na+/K+-ATPasa del sarcolema (Ravingerova et al., 1999).

El objetivo celular y subcelular del ataque de los radicales libres y las consecuencias
metabolicas de las alteraciones moleculares resultantes, todavia no se han establecido de
una manera clara, si bien estd generalmente reconocido su papel en las lesiones
cardiacas. En el corazon isquémico y reperfundido, los radicales libres del oxigeno se
pueden producir por varios mecanismos que incluyen la reaccion xantina/xantina
oxidasa y la respiracion mitocondrial. La mitocondria consume mas del 90% del
oxigeno utilizado por las células, y la cadena respiratoria mitocondrial genera un flujo
continuo de radicales del oxigeno. Se estima que el 1-4% del oxigeno que reacciona con
la cadena respiratoria conduce a la formacion de radicales superéxido, que normalmente
se inactivan por mecanismos antioxidantes. Esta produccion de radicales libres puede
intensificarse cuando la respiracion mitocondrial se estimula en condiciones de estados

redox alterados y de disminucion de la disponibilidad de ADP, una condicidon que puede
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ocurrir en corazones isquémicos reperfundidos, por lo que la respiracion mitocondrial
podria ser una fuente importante de radicales de oxigeno y contribuir, por tanto, a la

lesion por reperfusion.

La isquemia intensa no produce la muerte inmediata de las células, ni siquiera en las
zonas mas intensamente afectadas del miocardio, y no todas las regiones del miocardio
sufren igualmente la isquemia. Por eso, el prondstico de las lesiones distales a una
oclusién, una vez restablecido el flujo en un miocardio previamente isquémico, puede
variar de un sitio a otro. Una reperfusion miocardica suficientemente precoz puede
impedir totalmente la necrosis. La reperfusion después de un periodo mas largo quiza
no evite la necrosis, pero puede impedirla en parte de los miocitos que habrian muerto

con una isquemia mas prolongada o permanente (Shoen, 2000).

El infarto parcialmente reperfundido, es un infarto hemorragico porque algunos vasos
lesionados durante la fase de isquemia se vuelven permeables al restablecerse el flujo.
Ademads, la desintegracion de los miocitos que sufrieron lesiones criticas por la
isquemia previa se acentia o se acelera con la reperfusion. El examen microscopico
revela que los miocitos con una lesion irreversible en el momento de la reperfusion
presentan con frecuencia necrosis con bandas de contracciéon. Lo mas probable es que
estas se deban a una contraccion exagerada de las miofibrillas en el instante en que se
restablece la perfusion; en ese momento las partes internas de una célula ya muerta,
cuyas membranas han sido lesionadas por la isquemia se ponen en contacto con la
elevada concentracion de iones de calcio que contiene el plasma. Por tanto, la
reperfusion no solo salva las células con lesiones reversibles, sino que ademads altera la
morfologia del tejido cuyas células ya estan mortalmente lesionadas en el momento de

la reperfusion (Shoen, 2000).

Asi pues, la “lesion de reperfusion” comparte muchas caracteristicas con las respuestas
inflamatorias en el miocardio; el proceso de isquemia/reperfusion promueve, ademas de
la formacion de radicales libres, la liberacion de citokinas y otros mediadores
proinflamatorios que activan tanto a los neutr6filos como al endotelio de los vasos
coronarios. La activacion de estas células promueve la expresion de moléculas de
adhesion en los neutrédfilos y en el endotelio, que recluta neutréfilos en su superficie e

inicia una cascada especifica de interacciones c¢lula-célula, llevando primero a la
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adherencia de los neutrofilos al endotelio vascular, siguiendo después por la migracion

transendotelial y la interaccion directa con los miocitos.

Doménech et al. (2004) en un estudio realizado en cadaveres en el Area de medicina
legal y Forense de la Universidad de Murcia en el que analizan los niveles de
peroxidacion en tejido miorcardico en relacion a diferentes causas de muerte encuentran
que los niveles més elevados de peroxidacion se observan en aquellos casos en los que

hay una afectacion miocardica (isquémica o traumatica).

En nuestro estudio también hemos obtenido diferencias estadisticamente significativas
en la determinacién de PARP 1 para poder diferenciar entre muertes por “asfixia por
ahorcadura” frente a “asfixia por sumersion”. La utilizacion de la media de Extension
cTnl en tejido diferencid “otras causas de muerte natural” frente a “traumatismo”. La

determinacion de Nogo A diferencio6 “asfixias por sumersion” frente a “IM” .

Al valorar la rentabilidad de los diferentes test utilizados en nuestro estudio para la
diferenciacion de los distintos grupos. El que menos ha obtenido es el IM. La
novedosa definicion de I.M (tercera definicion de .M. del afio 2012) que estratifica los
casos en diferentes grupos en funcion de cudl sea la causa u origen del infarto puede
ayudar a comprender la amplitud del espectro de patologias que actualmente estan
agrupadas existen bajo ese concepto de IM. Informacidon que trasladada a nuestro
estudio nos da idea de las diferentes patologias que forma este grupo, que con
circunstancias diferentes conducen a la muerte de una forma comun pero con un

comportamiento histoquimico diferente en funcién del origen de esta.

Otro tanto se puede decir de la agrupacion bajo el epigrafe de “traumatismo” formado
por una variedad de accidentes, desde craneoencefalicos a toracoabdominales, al igual

que el grupo de “otras causas de muerte”.

En el polo opuesto tenemos grupos muy homogéneos como puede ser ahorcaduras

mecanicas 0 por sumersion

En relaciéon al Nogo-A encontramos una significacion a la hora de diferenciar las
muertes ocurridas por muerte “natural” vs. “suicida” con significacion estadistica
(P=0.038, test U de Mann Whitney). y “natural vs accidental” (P=0.035, test U de

Mann Whitney). Es decir, diferenci6 la causas de muerte natural del resto.
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DISCUSION

Hay altos factores de evidencia en estudios experimentales realizados en cultivos, y
animales que sefialan que los radicales libres de oxigeno y nitrégeno son generados en
las cardiomiocitos (Bhatnagar et al., 1997; Bowes et al., 1999; 1998a; Griendling et al.,
2000; Hayashi et al., 2001) y células endoteliales durante el dafio isquemia/reperfusion
cardiaca, en varias formas de fallo cardiaco, cardiomiopatias, shock circulatorio,
envejecimiento  cardiovascular, = complicaciones  diabéticas, = miocardiopatias
hipertroficas, aterosclerosis y remodelacion vascular después del dafio cardiaco. La
deteccion inmunohistoquimica de poli(ADP-ribosa) demuestra  que PARP es
rapidamente activado en la reperfusion del tejido cardiaco. (Fiorillo et al., 2013;
Halmosi et al., 2001). Esta activaciéon no se produce mas tarde de 2 horas y continta
bastante hasta 24 después de la reperfusion. Este patron de retraso y mantenimiento en
la activacion de PARP es debido a la continua presencia de radicales libres tras la
reperfusion miocardica. La zona donde habia mas activacion de PARP era el area de
necrosis y zona periinfarto. La mayoria de la tincion de PARP fue vista en los miocitos
cardiacos (Pieper et al., 2000; Liaudet et al., 2001b) lo que indica que lo cardiocitos
producen PARP por si solos ademds de las infiltracion de células mononucleares
implicadas en la activacion. La auto-induccion de PARP por los cardiocitos inducida
tras isquemia/reperfusion puede ser atenuada por inhibidores farmacologicos de PARP
(Szabados et al., 2000; Bowes et al., 1998b; Fiorillo el al., 2013). La formacion de
peroxinitrito fue evidenciada en plasma de la parte de zona isquémica cardiaca
reperfundida (Ferdinandy et al., 2003) mediante oxidacién de dihydrorhodamina-123 y

formacion de nitrotirosina (Zingarelli et al., 1997a).

Disponemos de multiples pardmetros dentro de la lipoperoxidaciéon para poder
diferenciar “otras causas de muerte natural” frente al resto de las causas. A través de la
determinacion de los pardmetros de lipoperoxidacion en suero, liquido pericardico e
histica. E1 grupo de “otras causas de muerte natural” presenta niveles bajos de
lipoperoxidacion, frente al resto de grupos que presentan niveles mas elevados.
Independientemente del parametro analizado, practicamente la totalidad (11 de las 11
localizaciones tisulares cardiacas estudiadas pudieron diferenciar entre “otras causas de
muerte natural” frente a IM y “traumatismo” (p<0.005, test Kruskal-Wallis) y
corregido mediante test U Mann W con P<0.005, P<0.025, respectivamente).
Adicionalmente, los niveles medios de lipoperoxidacion tisular han demostrado mayor

poder discriminante al separar ademas de los casos anteriores los casos de “asfixia por
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sumersion” (p<0.031, test Kruskal-Wallis, corregido mediante test U Mann Whitney).
La separacion de grupos se puede completar con la utilizacion de lipoperoxidacion en
suero (p=0.000, test Kruskal-Wallis) que permite diferenciar entre “muertes de causa
naturales” frente a “muertes asficticas por ahorcamiento” (p<0.0024, test U Mann

Whitney).

Practicamente idénticos resultados se encontraron con el calculo de la Lps —LpLpc a la
hora de diferenciar “muerte de causa natural” entre el resto de grupos (asfixia por
sumersion, asfixia por estrangulacién y traumatismos) con minimas variaciones de
significacion frente a los parametros anteriores (desde 0.000 a la maxima 0.044). IM

quedo excluido en este caso.

También se podria separar “otras causas de muerte natural” del resto escogiendo otras

combinaciones.

En nuestro estudio la intensidad de la expresion (P=0.011, test K-W) como el calculo
del producto de intensidad por extension de PARP1 (P=0.021, test K-W) pudo
diferenciar estadisticamente entre “asfixias por ahorcadura” (baja expresion tisular en
intensidad y extension) vs. “asfixias por sumersion” (alta expresion en intensidad y

extension).

La combinacion de ambos parametros PARP1 y Lipoperoxidaciéon nos ayudd a
diferenciar de forma estadistica significativa a 3 de los 5 causas de muerte estudiados.
Para poder separar todos los grupos quedaria pendiente de separar “traumatismos frente

a asfixias por sumersion”.

La busqueda de nuevos parametros para nuestro objetivo continta. Se han empleado
nuevas técnicas para ello, como la referida por Gonzalez (2014), que utiliz6 técnicas de
cTnThs (Troponina T ultrasensible) estudiando también su estabilidad después de la
muerte, pero encontrando una correlacion entre el intervalo post mortem y cTnThs en
Lpc relaciondndolo posiblemente con la autdlisis. Esa correlacion nosotros no la hemos
encontrado al no ser las cTnT ni cTnl utilizadas en nuestro estudio de alta
sensibilidad. Ademas Gonzales relaciond niveles elevados de cTnThs en Lpc con las
causas de muertes cardiacas, traumadticas, asficticas por ahorcamiento frente a las
muertes naturales. También el mismo autor utilizé la PCR de moléculas diana (TNNI3,

MYL3, MMP9, TGFB1 y VEGFA) encontrando que VEGFA corre paralelo a cTnThs.
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Por un lado hay que buscar una rentabilidad entre el coste y la informacion obtenida
por lo que hay que buscar nuevos marcadores que nos ayuden a nuestro fin y por otro
lado seleccionar de aquellos ya existentes que nos puedan ser de mayor utilidad en

funcién de lo que busquemos.
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CONCLUSIONES

Conclusiones

1. Los fendmenos autoliticos no interfieren significativamente en las
concentraciones de los marcadores bioquimicos analizados en el periodo post

mortem utilizado.

2. La valoracion morfologica aislada de las lesiones en corazones de cadaver no
encuentra relacion con los parametros bioquimicos analizados ni ha permitido

identificar la causa de la muerte en nuestra serie.

3. Los valores de CK-MB y de la isoforma cardiacas MBmb2 en suero pueden
ayudar a diferenciar las muertes por asfixia por sumersion de las muerte a

consecuencia de traumatismos.

4. La determinacion de troponina I en liquido pericardico y CK-MB en suero y
liquido pericardico han mostrado un rendimiento diagndstico post mortem para
diferenciar causas de muerte de origen cardiaco de otras causas de muerte,

excepto para las de origen traumatico.

5. El comportamiento de las isoformas enzimaticas MBmbl y MBmb2 en liquido
pericardico es muy semejante para apoyar el diagndstico diferenciar post mortem
de la causa de muerte de origen cardiaco, separandola de otras causas de muerte,

excepto en muertes de etiologia traumadtica y asfixias por ahorcadura.

6. La determinacion de troponinas T en suero, liquido pericardico y en tejido
cardiaco no ha mostrado un rendimiento diagndstico post mortem suficiente para
establecer el diagnostico diferencial entre causas de muerte de origen cardiaco

del resto de causas de muerte valoradas en este estudio.

7. La determinacion de la peroxidacion lipidica en suero, liquido pericardico y
tejido cardiaco facilita el diagnostico diferencial post mortem entre causas de

muerte natural del IM, accidentales (traumatismos, asfixias) o suicidas.
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8.

10.

11.

Encontramos mayores concentraciones de los diferentes marcadores en liquido
pericardico. La difusion de estos marcadores a este fluido es mas precoz e
intensa que al suero, por lo que unido a las caracteristicas de produccion, su
funcién fisiologica y la situacion de este fluido le convierte en el fluido de

eleccion en el diagnostico de necrosis miocardica en la practica forense.

La expresion inmunohistoquimica de troponinas T y Nogo-A en tejido cardiaco
de cadéaver valorada semicuantitativamente y mediante andlisis de imagen no
alcanza diferencias estadisticamente significativas para poder utilizarlas como

técnica complementaria en el diagndstico de causa de muerte de origen cardiaco.

Los niveles de expresion nuclear de PARP1 mediante inmunohistoquimica en
tejido cardiaco pueden contribuir a identificar entre diferentes causas de muerte
de origen asfictico (diferencia asfixia mecanica por ahorcadura de asfixia por

ahogamiento).
La investigacion bioquimica en el caddver siempre debe utilizarse como

herramienta diagnostica complementaria en la autopsia y debe ser contrastada e

interpretada con el examen anatomopatologico.
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