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DIAGNOSTICO ANATOMOPATOLOGICO
E HISTOQUIMICO DE LA CARDIOPATIA
ISQUEMICA AGUDA

Informe de un Grupo Cientifico de la OMS

1. INTRODUCCION

E! Grupo Cientifico de la OMS sobre el Diagnéstico Anatomopato-
16gico ¢ Histoquimico de la Cardiopatia Isquémica Aguda se reuni6 en
Ginebra del 24 al 29 de marzo de 1969. Al inaugurar la reunién
el Dr. J. Karefa-Smart, Subdirector General, después de dar la bienvenida
a los participantes, puso de relieve que la identificacion de las altera-
ciones isquémicas iniciales en el miocardio podria muy bien conducir
a mejores métodos para prevenir y combatir cardiopatia isquémica.
Se confié6 al Grupo la tarea de revisar los métodos actuales, evaluar
su utilidad y, de ser posible, recomendar métodos de investigacién que
pudiesen proporcionar técnicas internacionalmente aceptables.

Para los fines de la presente reunidn, el Grupo definié la cardiopatia
isquémica como «una disfuncién, aguda o crénmica, provocada por una
reduccién relativa o absoluta del suministro de sangre arterial al mio-
cardio ». Esa disfuncidn se asocia con gran frecuencia, aunque no nece-
sariamente, a procesos patolégicos de la circulaciéon coronaria.

2. LA CARDIOPATIA ISQUEMICA AGUDA COMO PROBLEMA
DE SALUD PUBLICA

La cardiopatia isquémica aguda, que se registra en todo el mundo,
es un grave problema de salud publica en los paises industrializados y
urbanizados, donde es responsable de los dos tercios, aproximadamente,
del total de la mortalidad por enfermedades cardiovasculares en el grupo
de 45 a 64 aios de edad.l Estd comprobado que en esos paises va en
aumento dicha enfermedad, especialmente en los varones mas jovenes
(de 40 a 49 afios), pero ademas puede esperarse que su frecuencia aumen-

1 Entre los hombres de este grupo de edad, aproximadamente 3 de cada 10 del
total de defunciones se deben a la cardiopatia isquémica.

—5—
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tara de igual manera en los paises en vias de desarrollo a medida que
progresen su urbanizacion e industrializacién.

En un estudio de autopsias realizado en grupos de poblacién (Cuadro 1)
se atribuy6 la defuncién a la cardiopatia isquémica en el 77 % de
los hombres y en el 50 9 de las mujeres del grupo de 40 a 59 afios de
edad que habian fallecido en el curso de las seis horas siguientes a la
aparicién de los sintomas. Se. observé infarto reciente del miocardio en
el 28 9; de los hombres y en el 13 9 de las mujeres. No se conoce exac-
tamente la razén por la cual se hallaron manifestaciones anatomopato-
l6gicas de infarto reciente del miocardio en un ntmero tan alto de casos,
a pesar del breve lapso transcurrido; tal vez el ataque se inicié silencio-
samente antes que aparecieran los sintomas.

CUADRO |. LESIONES ANATOMOPATOLOGICAS OBSERVADAS 'EN HOMBRES Y MUJERES
DE 40 A 59 ANOS DE EDAD, MUERTOS REPENTINAMENTE *

Hombres Mujeres
Ne Ne
total % total | %
Muertes repentinas ¢ ... ... .. i i.iieneeeaaa.. 404 100 . 145 100
Muertes repentinas con infarto reciente de!
mMiocardio ......iiiiiiiiieii e 12 27,7 19 13,1
Muertes repentinas con oclusmn coronaria con
infarto reciente del miocardio :............. 78 19,3 13 9,0
Muertes repentinas con oclusién coronaria sin
infarto reciente del mIOCCll'dIO .............. 27 6,7 : 3 2,1
Muertes repentinas con CI? ... .............. 312 77,2 72 49,6

* Resultudos de estudios de autopsias reullzados por la OMS en grupos de poblacién en Malmoe, Praga

"2 y Yalta.

2 Para los fines del presente estudio, se define la muerte repentina como una defuncién no violenia
que se registra inesperadamente en el curso de las 6 horas siguientes a la aparicién de los sintomas en una
persona aparentementfe sana o en una persona enferma cuya afeccién se halla estacionaria o en vias de
mejorar.

b Cl = Cardiopatia isquémica (infarto reciente del miocardio, o cicatrices u oclusiones de una arteria
coronaria).

Una revisién de la- literatura pertinente mostré que la mortalidad
por cardiopatia isquémica aguda es mas alta durante las 24 primeras
horas después de la aparicién de los sintomas y que méas de un tercio
de las defunciones ocurre en la primera hora. En el Cuadro 2 aparece
la distribucién de las defunciones durante 24 horas en un estudlo llevado

‘a cabo en Belfast.

El Grupo no ha tratado de definir la muerte repentina pues considera

'que, previamente, es indispensable establecer una correlacidn entre los

resultados de los examenes anatomopatoldgicos y los datos clinicos
obtenidos durante la vida. Sera entonces también posible iniciar la cla-
sificacién de las causas de muerte repentina, . .
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CUADRO 2. DISTRIBUCION DE DEFUNCIONES POR ENFERMEDAD CORONARIA
EN RELACION CON EL TIEMPO TRANSCURRIDO DESDE EL PRINCIPIO HASTA EL ULTIMO ATAQUE *

Tiempo transcurrido Defunciones en el intervalo indicado
(en horas) en porcentaje del total anual de defunciones

1/4 22
12 28

| 33

2 38

12 53

24 58

* Segin McNeilly y Pemberton, 1968.

Por la importancia que tiene para la salud publica la cardiopatia
isquémica aguda, se le ha asignado una categoria aparte de tres digitos
(410) al infarto agudo del miocardio! en la revision de 1965 de la Cla-
sificacion Internacional de Enfermedades.?

3. DIAGNOSTICO ANATOMOPATOLOGICO
DE LA CARDIOPATIA ISQUEMICA AGUDA

3.1 Diagnostico macroscdpico

El diagnéstico del infarto antiguo del miocardio suele ser facil; en
cambio, la identificacion de las lesiones iniciales de la cardiopatia isqué-
mica aguda puede ofrecer alguna dificultad cuando ha transcurrido un
periodo demasiado breve para que se hayan desarrollado las lesiones
clasicas.

3.1.1 Observaciones a simple vista

El clemento diagndstico mas importante es la identificacién de un
trombo reciente en una rama de las arterias coronarias. Aun en ausencia
de ese trombo, es posible sospechar un infarto reciente (con dimensiones,
por ejemplo, de 3 cm X 1 cm) por su consistencia blanda, palidez y edema,
facilmente apreciables en un paciente que ha sobrevivido mas de 15 horas
después de iniciados los sintomas. Esas alteraciones se observan mejor
en cortes transversales del miocardio y son menos manifiestas o no pueden

1 Esta categoria comprende estados patologicos con duraciéon de 8 semanas o
menos.

2 Organizacion Mundial de la Salud (1968) Manual de la Clasificacion Estadis-
tica Internacional de Enfermedades, Traumatismos y Causas de Defuncion, revision de
1965, Ginebra.

Q

2
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apreciarse cuando hay notable autélisis postmoértem (véase el método
propuesto para examinar el corazon, que se describe en el Anexo 1).

3.1.2 Técnicas de inyeccion de las arterias coronarias

Como la cardiopatia isquémica se acompafia muy frecuentemente de
lesiones obstructivas de los vasos coronarios, el estudio necrépsico debe
comprender una evaluacion satisfactoria del &rbol coronario.

Se considera que no basta para este propdsito el método habitual,
fundado en la diseccion de las principales ramads coronarias subepicardicas
Unicamente. En cambio, puede alcanzarse un alto grado de precision
si se combina ese método con una técnica de inyeccién. Existen varios
procedimientos, entre los cuales se elige el mejor adoptado al objetivo
fundamental del examen. Cuando se desea una evaluacién tanto vascular
como miocardica, es preferlble la anglografla con un materlal opaco a
los rayos X.

El material inyectado debe ser de consistencia tal que llene las arterias
sin entrar en el lecho capilar; la inyeccién debe aplicarse bajo control a
una presién que permita el llenado adecuado sin produccion de artefactos.

Se han empleado dos métodos de inyeccién : el cateterismo directo
y la inyeccién intraértica tras obturacion del orificio adrtico. Se reco-
mienda este ultimo porque pone de manifiesto los orificios coronarios
y las arterias coronarias suplementarias que eventualmente pueda haber.

Las radiografias del corazén intacto en miltiples proyecciones dife-
rentes permiten evaluar debidamente el arbol coronario y no entorpecen
el examen subsiguiente del 6rgano, examen al que pueden dar una valiosa
orientacidn.

La técnica de inyeccidén-corrosién con materiales plasticos, acompa-
fiada de tomas de muestras del miocardio, puede emplearse cuando hay
que investigar algunos problemas particulares (como la evaluacién tri-
dimensional de los vasos intramurales o de las anastomosis).

3.1.3 Reacciones de las deshidrogenasas

El miocardio vivo contiene coenzimas y deshidrogenasas que reducen
una solucién tope de azul de tetrazolio nitrado (Nitro-BT)! dando una
reaccién coloreada. Las células necrosadas no contienen esas sustancias
y no dan esa coloracién; por tanto, la reacciébn de la deshidrogenasa
puede ser util para la 1dent1ﬁca01on macroscéplca de zonas lesionadas
por la isquemia.

Los mejores resultados se obtienen ejecutando el procedimiento en
cortes transversales del corazén preparados con la técnica de Sikl (1942)

segun los métodos descritos‘por Nachlas y Shnitka (1963) y empleados

1 Cloruro de 2,2’-di-p-nitrofenil-35,5"-fenil-3,3’-(3,3’ -dimetoxi-4,4’ - bifenileno)
ditetrazolio.
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también por Ramkinson (1966) y por Brody y col. (1967). La solucién
de incubacién se compone de una solucion tope de fosfato 0,1 M de
Sorensen con un pH de 7,4 y de 0,5 mg/ml de Nitro-BT. Se incuban los
cortes a 37° C. El miocardio humano normal (durante las seis horas
que siguen a la muerte) se tifie de azul en 15 minutos, mientras que las
zonas necroticas se tifien débilmente o quedan por completo sin colora-
cién. Si después de la muerte ha transcurrido un lapso de mas de 6 a
12 horas, no aparece el color y debe afadirse succinato de sodio para
llegar a una concentracion final de 0.1 M. El método permite por Ilo
menos obtener una delimitacién precisa de las zonas necrdticas después
de 8 horas de isquemia (segun Nachlas y Shnitka, 1963) y de elegir partes
para el examen histolégico.

3.1.4 Otros métodos

Al parecer, debe hacerse un estudio méas amplio de los métodos de
investigacion siguientes :

a) Determinacion del potasio

Unos minutos después de iniciada la isquemia se produce pérdida
.de iones potasio y afluencia de iones sodio. Chait (1964, 1968) y Zugibe
y col. (1966), fundandose en estudios de Iseri y col. (1952), Jennings y
col. (1957, 1965) y Herles y Daum (1957) sobre los cambios electroliticos
en la isquemia aguda del miocardio, emplearon la determinacién del
potasio para el diagnéstico de las lesiones isquémicas iniciales en el cora-
zon humano. La determinacién del potasio se practica mediante foto-
metria de llama sobre homogenatos de muestras del ventriculo izquierdo
y del séptum exentas de lesiones antiguas. Cuando no es posible la deter-
minacién inmediata, deben conservarse las muestras a — 20° C o, después
de desecarlas, a la temperatura ambiente. Se considera que los resul-
tados son independientes de las alteraciones autoliticas que se registran
entre el fallecimiento v la autopsia (Chait, 1964, 1968; Zugibe y col.,
1966). Para mejorar la comparabilidad de los resultados obtenidos en
diversos laboratorios. debe calcularse la relacion K/Na. Los valores
encontrados son superiores a 3,0 en las zonas normales del corazén e
inferiores a 2,5 en las zonas isquémicas.

b) Determinacion del magnesio

Como los iones magnesio abandonan rapidamente las células hipd-
xicas, puede ser util la determinacién del magnesio tisular como indice
de la isquemia miocardica precoz. Por otra parte, como los iones calcio
entran simultaneamente en las células lesionadas, las alteraciones de la
relaciéon Mg/Ca de diferentes partes del corazén podrian permitir la
localizaciéon de una zona isquémica antes de producirse modificaciones
histolégicas manifiestas. Se escogen las muestras de tejido de manera
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analoga a la del método de determinacién del potasio. Los mejores resul-
tados se obtienen analizando con el espectrometro de absorcion atdémica.
Como en el caso del potasio, pueden conservarse las muestras conge-
ladas y los resultados no parecen alterarse por la autdlisis, aunque pueden
variar con la duracién de la agonia. Se necesita mas informacién antes
de recomendar este método.

¢) Métodos de fluorescencia

Pueden utilizarse analogos de la tetraciclina para descubrir focos
de lesiones incipientes en cortes de tejido o después de la inyeccion de
derivados de la tetraciclina en las arterias coronarias (Mélek y col., 1963).
Hay necesidad de contar con mas datos para evaluar la utilidad de esta
técnica o de métodos que utilizan el naranja de acridina (Korb y col.,
1965) en materiales humanos.

3.2 Diagnoéstice histologico

3.2.1 Microscopia dptica

El valor de los signos histologicos de infarto depende del intervalo
transcurrido entre la defuncién y la autopsia, asi como de otros factores
que favorecen las alteraciones autoliticas postmoértem (por ejemplo,
temperatura ambiente, adiposidad). Los primeros cambios se observan
en los limites del tejido infartado con el no infartado, y esa zona debe
incluirse en la muestra seleccionada para examen al microscopio Optico,
empleando de preferencia hematoxilina y eosina, que deben estar bien
diferenciadas.

Los signos histolégicos que indican la muerte de las células muscu-
lares, como picnosis, caridlisis, eosinofilia, contraccién, presencia de
granulaciones y pérdida de estriacion, no se presentan en el mismo momento
en todos los infartos. Evidentemente el factor fundamental es el tamafio
del infarto, y esos fendmenos se observan en prlmer lugar y mas notable-
mente en los bordes de la lesion.

La evaluacién de los cambios de color en el citoplasma de las células
miocardicas y de las primeras modificaciones nucleares es fundamental-
mente subjetiva y puede dificultarse por una diferenciacién insuficiente
de la eosina; pero no puede pasar inadvertida ni interpretarse errénea-
mente la infiltracién de células polimorfonucleares, inclusive en presencia
de alteraciones autoliticas. A las 24 horas esas células se encuentran en can-
tidad considerable en los bordes del infarto; antes, es muy dificil determinar
el momento exacto de su aparicion. Naturalmente, se las observa primero
alrededor de los vasos sanguineos y en los espacios intersticiales conforme
van emigrando a la zona infartada. La infiltracion inicial de leucocitos
a partir de los vasos sanguineos es un fenémeno que debieran estudiar
muy detenidamente los anatomopatdlogos interesados en el estudio de
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los infartos recientes. Otros fenomenos inflamatorios, como el edema y
la congestién, se identifican menos facilmente. En esta etapa, la hemorra-
gia no es un elemento caracteristico.

Los conocimientos actuales sobre el orden cronoldgico ‘que siguen
las alteraciones tisulares en el infarto del miocardio en el hombre (véase
la figura 1) se fundan casi unicamente en dos trabajos (Mallory y col.,

FIG. I. CRONOLOGIA DE LAS ALTERACIONES MICROSCOPICAS
EN EL INFARTO AGUDO DEL MIOCARDIO
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1939, y Lodge-Patch, 1951). Por tanto, es indispensable obtener mas
informacién mediante los métodos histolégicos cléasicos, especialmente
sobre los cambios que se registran en las 24 primeras horas después de
iniciada la lesién.

3.2.2 Evaluacién de algunas técnicas histoldgicas perfeccfonadas

a) Los cortes « gruesos » tras inclusién en resina, tefiidos con azul
de toluidina y examinados con los aumentos mayores del microscopio
optico, pueden proporcionar mas datos. Los adelantos actuales de la
microtomia permiten considerar el empleo de esta técnica cuantas veces
sea posible.

b) Debe interpretarse con cautela la fluorescencia verde de las células
del miocardio humano, observada en cortes de piezas congeladas y no
fijadas, tras la aplicacion de naranja de acridina (1 : 10 000 en amorti-
guador de barbital de Michaelis, a un pH de 6,7), descrita por Hecht
y col. (1961), Korb y Knorr (1962) y Korb y Totovic (1963).

¢) No se recomienda la demostracion de la presencia de fucsinofilia
(Selye, 1958; Poley y col., 1964; Lie, 1968) porque es una técnica que
carece de uniformidad.

d) Las técnicas del verde de metilo/pironina y la de Feulgen con
tanino azoico oxidado (Malinin y col., 1968) no son mas sensibles que
las de hematoxilina y eosina. '

3.3 Examen con microscopio electrénico

Los estudios con microscopio electronico de modelos experimentales
de isquemia miocardica han proporcionado muchos datos fundamentales
sobre la patogenia de las lesiones hipoxicas del corazén. La correlacién
entre las alteraciones ultraestructurales y los datos bioquimicos confirma
la importancia de la liberacion de catecolaminas y la de las transferen-
cias i6nicas (pérdida de magnesio, potasio y fosfatos; afluencia de calcio,
sodio y agua) durante el comienzo de la isquemia. Esta altera el meta-
bolismo celular, que se manifiesta por descenso rapido del glicégeno,
seguido inmediatamente por alteraciones del nucleo, las mitocondrias y
el sistema sarcotubular.

La miofibrilla es el organoide mas resistente a la hipoxia. La gravedad
y la velocidad de presentacién de los fenémenos hipéxicos dependen del
modo de induccién y varfan con la especie de animal utilizado.l

La autolisis postmértem es muy semejante a las alteraciones isqué-
micas iniciales y, de hecho, probablemente tiene una base hipdxica. Durante
la agonfa pueden comenzar algunos cambios hipoxicoautoliticos consi-

! Para mayores detalles, véase Heggtveit (1969).
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derables. La cronologia de las tomas de tejido y las técnicas de su
conservacién son en gran parte determinantes de la cantidad de arte-
factos formados. En la actualidad, resulta utopico esperar que se obtenga
un miocardio humano con isquemia aguda suficientemente reciente después
de la defuncién para poder calcular la magnitud o la duracién de la isque-
mia mediante el examen con el microscopio electrénico. La autdlisis
evoluciona rapidamente y resta mucho valor al estudio morfolégico de
las manifestaciones ultraestructurales de la hipoxia.

Mientras llegan a perfeccionarse los métodos de fijacion e inclusion
que permitiran evaluar mejor el material humano, puede establecerse
una relacién entre los segmentos sarcomerales y algunos pardmetros
mecanicos, como la presion de llenado en el corazén postmértem. Ademas,
conviene proseguir los estudios de Ia isquemia miocardica experimental
con el microscopio electrénico, especialmente asociandolos a otras téc-
nicas (por ejemplo, la citoquimica y la autorradiografia).

3.4 Histoquimica

La histoquimica puede llenar hasta cierto punto la brecha que separa
la morfologia (conforme a los datos obtenidos por la microscopia optica
o electrénica) de la bioquimica. Para comprender e interpretar debida-
mente los datos histoquimicos se necesita tener en cuenta las observaciones
realizadas con el microscopio electrénico y los resultados del analisis
bioquimico.

Al microscopio electronico se observan principalmente una disminu-
cion de la cantidad de particulas de glicogeno y una turgencia de las
mitocondrias y del reticulo sarcoplasmico que pueden encontrarse pocos
minutos después de iniciada la isquemia.

Las principales modificaciones de tipo bioquimico que se hallan
en las zonas isquémicas después de 15 minutos son la aceleracion de la
gliclisis anaerdbica y perturbaciones del metabolismo aerdbico con
interrupcién de la fosforilacion oxidativa. Poco tiempo después se inicia
un éxodo de iones Mg2" y K= vy una afluencia de jones Ca?" y Na™.
Luego se produce una disminucién de la tasa de la mayoria de las deshi-
drogenasas, con excepcion de la glucosa-6-fosfato-deshidrogenasa (G6PD),
que aumenta. Muchas de estas modificaciones pueden demostrarse por
medios histoquimicos, pero sélo algunos de los métodos disponibles
proporcionan resultados fidedignos.

Los estudios experimentales indican que estos métodos son utiles
para descubrir la isquemia miocérdica incipiente en animales de experi-
mentacién. Si se emplean para localizar estas lesiomes en el miocardio
humano, deben tomarse en consideracion dos circunstancias :

@) No se conoce bien la evolucién natural de las lesiones en el mio-
cardio humano ni puede fijarse con exactitud el comienzo de la isquemia.
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Como no siempre es posible considerar la aparicién de los sintomas cli-
nicos como punto de partida de la isquemia, probablemente son imprecisas
muchas evaluaciones cronoldgicas que se han publicado.

b) La aut6lisis postmoértem afecta la naturaleza y la cronologia de
las alteraciones isquémicas originales.

3.4.1 Resumen de las técnicas histoquimicas de utilidad demostrada en
isquemias miocdrdicas experimentales y que pueden aplicarse al
miocardio humano :

1) Métodos no enzimdticos
a) Demostracién de la seudofosforilasa (dependiente de la presencia
de glicégeno endbgeno). '
b) Demostracion del glicégeno.

La concentraciéon de las dos sustancias disminuye en una hora a
37°C.z2

2) Métodos enzimdticos ,
a) Determinacién de las deshidrogenasas (succinato, B-hidroxiburato
¢ isocitrato) (medio acuoso, Nitro-BT).

i) Cambio de aspecto de la reaccién del formazan (con puntos
mas gruesos) con o sin aumento de la intensidad de la colora-
cién (en tres horas).2
ii) Disminucién de la tasa (en seis horas).2
b) Reaccién enddgena de la « deshidrogenasa sin sustrato» y el
Nitro-BT (medios gelificados) 3 (disminucién en dos horas).2

3) Componentes estables (que no disminuyen notablemente en 8 horas a
37°C)
a) Citocromo oxidasa.
b) Succinato deshidrogenasa.
¢) Hidrolasas.

3.4.2 Resumen de técnicas eventualmente aplicables al miocardio humano

1) Métodos no enzimdticos

a) Determinacién del potasio .(en cortes liofilizados) por el boro
tetrafenilo (Collenwijn, '1963).

1 Salvo cuando se indique lo contrario, todos estos métodos se aplican a cortes
congelados y no fijados; para mas detalles, véase Pearse (1960, 1968).

2 El tiempo indicado se refiere a material animal.
3 En el Anexo 3 se describe la preparacion de un medio gelificado.
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b) Determinacién de los lipidos por fluorescencia (Fosfina 3R).
2) Métodos enzimdticos

a) Relacion inversa entre la tasa de la lactato deshidrogenasa y la
de la glucosa-6-fosfato deshidrogenasa (medios gelificados;! varia-
ciones esperadas en 2 horas).

b) Tasa de la ATPasa 2 (método del calcio-cobalto a un pH de 7,5;
aumento esperado en 2 horas).

Fl tiempo transcurrido después de la defuncién influye considerable-
mente sobre el cuadro histoquimico y debe conocerse de manera precisa.

3.4.3. Grados de alteracion histoquimica

Sélo debe emplearse material reciente, tomado durante los 30 minutos
siguientes al fallecimiento, para clasificar las lesiones isquémicas. Se pro-
ponen los cuatro grados siguientes :

Grado I: TUnicamente disminucién de la fosforilasa o del glicogeno
(en el curso de las 2 horas siguientes al principio de la
isquemia).

Grado II : Cambios en el tipo de la reaccion del formazan (de « puntos
finos » a « puntos gruesos ») con irregularidades en la inten-
sidad de la reaccién de la succinato deshidrogenasa y dis-
minucién de la reduccion enddgena en la misma zona donde
se encuentra disminucién de la fosforilasa o del glicbgeno
(en las 3 horas siguientes al principio de la isquemia).

Grado III : Diferencias notables de intensidad en la reaccién de la B-
hidroxiburato deshidrogenasa o en la reaccién de la lactato
deshidrogenasa en la misma zona donde se observa una
pérdida de fosforilasa o de glicogeno (en las 8 horas que
siguen al principio de la isquemia).

Grado IV : Modificaciones histoldgicas de las células del miocardio (por
lo menos 12 horas después del comienzo de la isquemia).

Tan pronto como puede disponerse de datos suficientes, a fin de
facilitar la clasificacién de las lesiones isquémicas, es posible recurrir al
método del calcio-cobalto para determinar la actividad de ATPasa en
un pH de 7,5, al método fundado en la relacién inversa entre la lactato
deshidrogenasa y la actividad de la G6PD, y a otros métodos.

Si no se dispone de material fresco, sélo pueden aplicarse ciertos
métodos (véase el Cuadro 3). La determinacién de la succinato deshidro-

! En el Anexo 3 se describe la preparacién de un medio gelificado.
2 ATPasa = adenosina trifosfatasa.
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CUADRO 3. METODOS QUE PUEDEN ELEGIRSE SEGUN EL TIEMPO TRANSCURRIDO POSTMORTEM

Tiempo postmértem Métodos aplicables

Menos de [/2 hora Todos los métodos

1/2 a 12 horas G6PD, lactato deshidrogenasa, succinato deshidrogenasa, cito-
cromo oxidasa, NADHz: TR

Mds de 12 horas Lactato deshidrogenasa, succinato deshidrogenasa, citocromo
oxidasa, NADHg: TR

genasa, de la citocromo oxidasa o de la NADHs : TR ! (las enzimas
mas resistentes a la autdlisis) puede ayudar a descubrir modificaciones
isquémicas, pero unicamente las diferencias considerables deben consi-
derarse como pruebas positivas de la isquemia.

3.4.5 Preparaciéon de muestras de miocardio para el examen histoquimico

a) Muestras voluminosas, hasta 4 x 2 cm, que deberdn tomarse del
mayor numero posible de zonas, elegidas al azar y registradas minucio-
samente. Deben fijarse en soportes para tejido congelado y enfriarse
inmediatamente a — 70° C con hielo seco. Si es necesario, pueden conser-
varse durante uno o dos meses a — 70° C en recipientes o envolturas
herméticamente cerrados. :

b) Deben hacerse cortes del material congelado (20-30 p) y montarse
en laminillas. Estas preparaciones deben utilizarse en el curso de las
48 horas siguientes. Si es necesario, pueden conservarse a la temperatura
ambiente.

4. ESTUDIOS FUTUROS

4.1 Estudios comparativos y experimentales en modelos animales

4.1.1 Isquemia espontdnea del miocardio

La cardiopatia isquémica, como consecuencia de la oclusién espon-
tinea de la arteria: coronaria extramural, es extremadamente rara en
los animales. Sin embargo, en muchas especies se encuentra cierto grado
de necrosis del miocardio asociada a la enfermedad de las pequefas
ramas intramurales. Este tipo de lesion miocardica se observa a menudo
en el cerdo (especialmente de la raza Pietrin) y en rurniantes pequefios,
especies que podrian ser ttiles para el estudio de la cardiopatia isquémica.

1 NADHs> : TR = Nicotinamida-adenina dinucle6tido (forma reducida) : tetra-
zolio reductasa.
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4.1.2 Isquemia experimental del miocardio

El perro y el cerdo son animales de experimentacion propios para
estudiar los aspectos fisiopatoldgicos de la circulacién coronaria y espe-
cialmente el desarrollo de colaterales. Por el contrario, el carnero tiene
un potencial muy bajo de circulacién anastomotica.

Para la cirugia experimental en la arteria coronaria ateromatosa,
los animales comunes de laboratorio (gato, conejo, perro) tienen escasa
utilidad; algunas especies de primates podrian servir mejor a este
proposito. ‘

Los modelos experimentales de isquemia aguda del miocardio pueden
obtenerse reduciendo la circulacién coronaria en animales intactos mediante
constriccién extraluminal de la arteria coronaria, por hipoxia genera-
lizada o con.la administracién de sustancias como las catecolaminas.
En esas condiciones se puede estudiar sistematicamente el proceso de
la isquemia aguda del miocardio empleando métodos bioquimicos, his-
toquimicos, morfologicos, farmacoldgicos y fisiolégicos. Esos estudios
pueden aclarar aspectos de procesos similares que se desarrollan en el
hombre, cuyo examen se complica por la autélisis postmortem.

Aunque no existe un modelo animal enteramente satisfactorio para
estudiar el problema de la cardiopatia isquémica en su conjunto, ciertas
especies pueden ser ltiles para determinados tipos de investigacion.

4.2 Investigaciones comparativas

Se consideré que era conveniente profundizar los estudios e inves-
tigaciones comparativos de los aspectos siguientes :

1) Analisis de electrdlitos, especialmente del potasio, el sodio, el
magnesio y el calcio, mediante diferentes técnicas.

2)' Exploracién cardiaca mediante fluorescencia y escintilografia con
isétopos.

3) Métodos histoquimicos.

4) Examen de cortes gruesos tras inclusion en resina.

4.3 Estudios en corazones humanos

Es indispensable conocer las primeras etapas del infarto agudo del
miocardio para poder diferenciar este sindrome de otras causas mio-
cardicas de muerte repentina. No se dispone actualmente de la informa-
cién fundamental necesaria a este fin, pero pueden obtenerse datos sufi-
cientes y provechosos estudiando in vitro el corazén humano cuando
todavia es capaz de latir. Naturalmente, ese método supone un perfec-
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cionamiento previo de las técnicas -de experimentacién en animales
grandes, sobre todo los primates.

En principio, los corazones extirpados de receptores de injertos no
serian adecuados para investigar los signos iniciales de infarto del mio-
cardio. Los enfermos se encuentran en las fases terminales de su afeccion,
con lesiones extensas del miocardio; incluso las partes no fibrosas de
éste no son adecuadas como material de prueba, pues presentana Itera-
ciones morfolégicas asociadas a la insuficiencia cardiaca grave y prolon-
gada. El corazéon extirpado ha perdido su nodo sinoauricular y dos
tercios de las auriculas, por lo que es dudoso que se le pueda hacer latir
de forma fisioldgica satisfactoria durante el tiempo necesario para el
experimento. Sin embargo, las partes no lesionadas del miocardio pueden
ser materiales utiles para algunos estudios bioquimicos, histoquimicos,
morfolégicos, farmacoldgicos y fisioldgicos si se mantienen en condiciones
artificiales de « supervivencia ». ‘

El Grupo ha puesto de relieve que las sugerencias anteriores se refieren
Unicamente a la viabilidad técnica y a la posible utilidad de los experi-
mentos realizados con un corazén humano extirpado cuando aun late, sin
que por ello se pronuncie respecto a los problemas éticos y juridicos
que puedan plantear esos estudios. '

5. RECOMENDACIONES

1. Como es muy poco lo que se sabe sobre la histopatologia de las
modificaciones miocardicas iniciales y como la autélisis postmdrtem
dificulta el estudio de éstas mediante el microscopio electrénico, la his-
toquimica y otras técnicas refinadas, el Grupo considera que conviene
realizar un estudio anatomopatolégico prospectivo. Por tanto, recomienda
que tan pronto como sea posible se emprenda un estudio piloto, basado
en el método indicado en el Anexo 1 para examinar el corazom.

2. Las laminas histoldgicas (tefiidas o no), procedentes de casos
interesantes y enviadas por centros que emplean el método normalizado
propuesto en el Anexo 1, deben enviarse para su evaluacién a un grupo
de anatomopatélogos independientes.

3. Los estudios macroscopicos y microscopicos deben ejecutarse de
manera coordinada, tal vez con ayuda de la OMS.

4. A fin de establecer una correlacidon entre los datos clinicos y los
anatomopatoldgicos, los centros de estudios clinicos deben contar con
anatomopatodlogos bien preparados y con experiencia en el estudio detallado
del corazon.
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5. Como muchos casos de muerte repentina por cardiopatia isqué-
mica son objeto de una autopsia medicolegal, es sumamente importante
que los anatomopatélogos forenses conozcan bien las técnicas mas ade-
cuadas y posean los medios de ponerlas en practica.

NOTA

El Grupo agradece la valiosa ayuda prestada durante sus deliberaciones por los
siguientes funcionarios de la OMS : Dr. A. R. Kagan, Jefe del Servicio de Epidemio-
logia de las Enfermedades no Transmisibles, Division de Investigaciones de Epidemio-
logia y Ciencias de la Comunicacién; Dr. R. Masironi, Técnico del Servicio de Enfer-
medades Cardiovasculares; Dr. Z. Pisa, Médico del Servicio de Enfermedades Cro-
nicas, Oficina Regional de la OMS para Europa, y Dr. R. Van&Cek, Jefe del Segundo
Departamento de Anatomia Patologica, Universidad Carolina, Praga, Checoslovaquia,
y Profesor Visitante del Instituto de Anatomia Patolégica, Universidad de Ginebra,
Suiza (Consultor).

Anexo 1

METODO RECOMENDADO PARA EXAMINAR EL CORAZON

Generalmente es facil el diagndstico del infarto del miocardio ya
establecido; en cambio, suele plantear dificultades la identificacion de
la cardiopatia isquémica aguda durante las primeras horas que siguen
al accidente. Por estas razones se recomienda el siguiente método de
examen a simple vista del corazén y, cuando es necesario, con inyeccién
de las arterias coronarias y mediante técnicas histologicas.

1. Extraccion del corazén y examen a simple vista

Debe extraerse el corazén tan pronto como sea posible después de
la defuncién : se separan las arterias pulmonar y aorta a 5 cm del borde
libre de las valvulas semilunares, y se cortan las venas unidas a las auri-
culas de tal manera que éstas queden unidas en su totalidad al corazdn.
Tras extirparlo, y en condiciones adecuadas de iluminacién, se examina
el corazén para identificar las zonas sospechosas en que pueda haber
un infarto reciente del miocardio, buscando especialmente los signos
siguientes : consistencia blanda, palidez, edema, pericarditis fibrinosa,
fibrosis epicardica, hemorragia subepicardica, aneurisma del ventriculo
y ruptura. Sin abrir los vasos coronarios, deben observarse éstos con
especial detenimiento y tomar nota de cualquier manifestacién anormal
que presenten antes de proceder a inyectarlos.
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2. Inyeccién y examen de las arterias coronarias

A. PREPARACION DE UNA SUSTANCIA DE CONTRASTE 1

Reactivos
2-Octanol (alcohol n-octilico secundario, alcohol caprilico secundario).
Fenol en solucidén acuosa, USP o calidad equivalente.
Bacto-gelatina (Laboratorios Difco). '
Yoduro de potasio cristalizado, USP o calidad equivalente.
Mezcla tope (fosfatos de sodio y potasio, pH 6,2).
Sulfato de bario (son satisfactorias todas las marcas sefialadas como

medios de contraste por la USP).
Mezclas primarias

Se preparan las cantidades siguientes y se almacenan en frascos o
bolsas :

Mezcla A ... ... e 50,0 ml
2-Octanol ......... . . 20,0 ml
Fenol .......cooviiiiiiiiiiiiea ... 30,0 ml
Se mezcla bien y se guarda en un frasco con cuentagotas calibrado.
Mezcla B ................ . ... e 61,0 g-
Gelatina ......... ... ... ... .. ... e 235 ¢
Yoduro de potasio ...................oiiiiin... 352 g
Mezcla tope ...l S e 23 g

Medio de contraste

Sulfato de bario ...... T . 100,0 g

Preparacion de la masa

1. Sé vierten 163 ml de agua destilada en una mezcladéra Waring.

2. Se afiade 1 ml de la mezcla A y se hace girar el apa_rato durante
30 segundos. _ _

3. Se anaden 61 g de la mezcla B y se hace girar el aparato durante
60 segundos.

4. Se afiaden 100 g de sulfato de bario y se hace girar el aparato durante
2 minutos. )

1 Modificacion del método de Schlesinger (1967).
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Sino va a utilizarse la totalidad de la masa en las dos semanas siguientes
a su preparacion, consérvese en un refrigerador a 4-6°C. Antes de
emplearla, déjese la masa a la temperatura ambiente para descongelarla.

B. INYECCION DE LOS VASOS CORONARIOS

Inyéctense los vasos coronarios a una presién de 130 mm Hg, apro-
ximadamente, siguiendo la técnica descrita por Baroldi y Scomazzoni
(1967) (véase la figura 2).

C. EXAMEN RADIOGRAFICO DE LAS ARTERIAS CORONARIAS

Deben tomarse multiples radiografias de la pieza. para examinar el

arbol coronario principal en su totalidad.

3. Secciones del corazoén

a) Debe cortarse el corazén en secciones transversales de 1 cm de

espesor, desde la punta hasta 1 cm antes de la valvula mitral.

FIG. 2. EQUIPO Y METODO DE INYECCION

APARATO DE INYECCION

Bomba de aire

200 mm Hg Ligadura

Coronario izq. Coronaria der.

R

V] 4

/

YALVULA AORTICA

Obturatién por medio de un tapén de
goma (T) situado por debajo de los
orificios coronarios

WHO 00353
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b) Se disponen en orden las secciones y después de lavar y eliminar
los coagulos, se toman fotografias de ellas en blanco y negro junto a
una escala centimétrica. Deben examinarse cuidadosamente las secciones
para descubrir variaciones de color o consistencia. Toda modificacion
observada debe describirse debidamente o fotografiarse en colores. Antes
de la fijacién, deben examinarse las arterias coronarias tanto en las sec-
ciones como en la porcion basal restante.

¢) A continuacién se pesan juntas las secciones y la base del cora-
z6n, tras reducir la longitud de las arterias aorta y pulmonar a 2 cm.

d) Debe emplearse el método macroscépico con tetrazolio propuesto
por Nachlas y Shnitka (1963) para uno de los lados de cada seccién y
fotografiar los datos positivos en blanco y negro y en colores.

. ) Terminada la reaccién al tetrazolio, deben fijarse debidamente
todas las secciones en solucion de formaldehido.

f) La toma de muestras para examen histolégico debe fundarse en
los principios siguientes :

i) Sise descubre un infarto por observacién a simple vista o mediante
la técnica del Nitro-BT, deben tomarse piezas del borde de Ia
zona infartada; esas piezas deben abarcar todo el espesor de la
pared.

ii) En ausencia de un-infarto evidente, deben tomarse varias piezas
del miocardio en las cercanias de todo estrechamiento u oclusion
de las arterias coronarias, segin lo indique la angiografia coronaria.
iii) En ausencia de alteraciones de las arterias coronarias, deben
tomarse muestras al azar del ventriculo izquierdo, el séptum y el
ventriculo derecho, registrando cuidadosamente las secciones de
donde se tomaron (debe recogerse el mayor niimero posible de
muestras).

Anexo 2

POSIBILIDADES DE EMPLEO
DE LA ESCINTILOGRAFIA CARDIACA
EN EL DIAGNOSTICO DE INFARTO DEL MIOCARDIO

Hay dos métodos principales para emplear la escintilografia con
is6topos radioactivos en el diagnéstico de un infarto del miocardio :

1. Representar el infarto como zona de emision débil (« fria »)
utilizando sustancias que son absorbidas rapidamente por el mio-
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cardio normal, como el rubidio-86., el cesio-131 o el &4cido oleico
yodado (1311).

2. Representar el infarto como zona de emision fuerte (« caliente »)
utilizando sustancias que se localizan selectivamente en el miocardio
‘lesionado : neohidrina-203Hg, derivados yodados (131I) de las tetraciclinas
y derivados mercuriales (203Hg) de la fluoresceina.

Se ha empleado la neohidrina-203Hg un tanto empiricamente por su
utilidad comprobada en el diagnéstico de los tumores malignos. El uso
de derivados yodados (131I) de analogos de la tetraciclina y de derivados
.mercuriales (293Hg) de la fluoresceina se funda en estudios de fluores-
cencia que han demostrado que esos dos grupos de sustancias se acumulan
y se fijan en el miocardio lesionado durante un periodo prolongado.

En los dos métodos (zona «fria» y zona « caliente »), se inyectan
los compuestos por via intravenosa para localizar los sectores isquémicos
y determinar la extensién y gravedad de la lesion. El segundo método
parece ser preferible; es mas facil obtener una imagen « positiva » sobre
un fondo « negativo » que una imagen « negativa » sobre un fondo « posi-
tivo ». Ademas, los datos proporcionados por la zona « fria » desaparecen
rapidamente. Por tultimo, el método de zonas « calientes » permite una
retencién prolongada de la sustancia de prueba en los tejidos lesionados,
lo que da la posibilidad de repetir la escintilografia y seguir la evolu-
cién hacia la curacion.

Ninguno de esos métodos puede atn considerarse adecuado para el
diagndstico clinico ordinario, aunque esta bien comprobado su valor tedrico,
especialmente por lo que respecta al método de las zonas «frias». Las
iméagenes positivas que se obtienen con la neohidrina han resultado poco
satisfactorias, v en cuanto a los ensayos clinicos con los derivados mer-
curiales de la fluoresceina apenas se han iniciado recientemente.

Los ensayos con un nuevo derivado mercurial de la fluoresceina,
el « Mercurascan », han dado resultados sumamente prometedores. Ese
derivado se acumula en la zona de isquemia en proporciones muy altas
y desaparece rapidamente de la sangre y el miocardio sano. El
indice R 1T (relacion entre muisculo lesionado y musculo normal) llega a
ser hasta de 80-200 (en comparaciéon con 8 para la neohidrina), y
el indice R II (relacién entre el musculo lesionado y la sangre) es de 90.
Como el Mercurascin desaparece también rapidamente de los tejidos y
drganos circunvecinos, excepto el higado, satisface todos los requisitos
de un método de imagenes positivas. Empleando esta sustancia fue posible
obtener por primera vez una imagen positiva in vivo de la isquemia experi-
mental en el corazén del perro.

Los resultados mas importantes obtenidos por este método fueron
los siguientes:

1) La prueba de que es posible obtener una imagen positiva in vivo
en un animal que respira y cuyo corazon late.
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2) La aparicion rapida. de la imagen positiva después de la adminis-
tracién intravenosa de la sustancia de prueba y después del desarrollo
del foco isquémico. En el perro, tras la ligadura temporal de la rama
descendente de la arteria coronaria izquierda, aparece una imagen positiva
en 1 1/2 a 2 horas, es decir, antes que la lesion se manifieste por un aumento
de las concentraciones de enzimas en el suero (creatinina fosfoquinasa,
GOT,! GPT,2 y las isoenzimas de la LDH 3). Ademas, puede obtenerse
una prueba positiva inmediatamente en la linfa que escurre de la zona
lesionada. :

3) En todos los animales con infarto provocado experimentalmente
aparecié una imagen positiva, inclusive después de ligadura permanente
de la arteria coronaria, aunque en estos ultimos casos los mejores resul-
tados se obtuvieron 48 horas o mas después de la aparicion de la isquemia.

4) Se ha observado que el Mercurascan sirve para el estudio dina-
mico del infarto del miocardio; por ejemplo, ha sido posible seguir la
evolucidén del proceso ‘de curacidén después de una 1nyecc1on intravenosa
de la sustancia.

5) Los resultados preliminares muestran que la sustancia se acumula
en el miocardio tras el transplante cardiaco.

Al parecer, los resultados obtenidos hasta la fecha con los métodos
escintilograficos justifican los estudios ulteriores siguientes :-

a) Empleo de las técnicas escintilograficas (inclusive la prueba del
Mercurascan) en la isquemia cardiaca experimental.

b). Evaluacidon de la prueba del Mercurascan para la deteccién precoz
de alteraciones necrobidticas tras el injerto cardiaco.

¢) Estudios detallados sobre el mecanismo de acumulacién de sus-
tancias en los tejidos lesionados y, en particular, sobre el modo de fija-
cién de los derivados mercuriales de la fluoresceina. Probablemente en
este proceso se forma un complejo; se sabe, por ejemplo, que en el mio-
cardio lesionado la tetraciclina se fija primordialmente por la unidén de
un complejo de tetraciclina y calcio con’ lipidos hidrolizados. Por otra
parte, los derivados mercuriales de la fluoresceina parecen estar ligados
directamente a las proteinas de las células miocirdicas lesionadas, tal
vez por medio de sus grupos -SH. '

d) La mayoria de estos métodos se emplean para el diagndstico de
infarto del miocardio in vivo tras la administracién intravenosa de una
sustancia. Seria interesanté establecer una relacidon entre esas observa-
ciones y el examen de materiales de autopsia, ya fuese tras la perfusién

1 GOT = Transaminasa glutamico-oxalacética.
2 GPT = Transaminasa glutamico-pirdvica.
3 LDH = Lactato deshidrogenasa.
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postmértem del corazén con sustancias de prueba o después de la aplica-
cién directa de esas sustancias a cortes del miocardio.

¢) Ensayos clinicos del Mercurascan en comparacion con otros
métodos de diagndstico clinico. Las observaciones preliminares indican
que el miocardio humano se comporta esencialmente de la misma manera
que el de los animales, pero a este respecto atn se necesitan estudios
minuciosos. Los servicios de tratamiento de enfermedades de las coro-
narias estdn en situacién particularmente propicia para efectuar esas
investigaciones.: ‘

Anexo 3

'METODOS PARA DEMOSTRAR LA PRESENCIA
DE LA LACTATO DESHIDROGENASA,
LA GLUCOSA-6-FOSFATO DESHIDROGENASA (G6PD)
Y LA « DESHIDROGENASA SIN SUSTRATO » !
EN MEDIOS DE GELATINA GELIFICADOS 2

1. Reactivos (de la mejor calidad posible)

Gelatina

Nitro-BT

Cianuro de potasio

Cloruro o sulfato de magnesio

Fosfato disddico

Fosfato de potasio
Tris-(hidroximetil)-aminometano

NAD (nicotinamida adenina dinucleétido)
NADP (nicotinamida adenina dinucleétido fosfato)
Metilsulfato de fenazina

Lactato de sodio

1 « Deshidrogenasa sin sustrato » es un término empleado por primera vez por
Racker (1955) para indicar la reduccion de NAD y de NADP por fracciones protei-
nicas de diversos tejidos en ausencia de sustrato. Subsiguientemente introdujeron el
término en histoquimica Zimmermann y Pearse (1959) para indicar la reduccién de
NAD o de NADP por cortes de tejido en ausencia de sustrato, asi como la reduccion
anadloga de sales de tetrazolio en formazanes. La reduccion se atribuy6 inicialmente
a los grupos -SH de las proteinas, pero en la actualidad se considera que tiene su
origen en los grupos ~SH de la alcohol deshidrogenasa.

2 Lodja (1968).
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. Glucosa-6-fosfato  (sal disédica)
Dimetilformamida '

II. Soluciones primarias

a) Solucion de gelatina al 10 9, regulada a un pH de 7,4 mediante
fosfato 0,1M o Tris-HCI (el pH debe verificarse y ajustarse, en caso nece-
sario, afiadiendo NaOH 1IN o 0,IN). '

La solucién se prepara en un bafio de Maria a 40° C. Puede conser-
varse en un frasco cerrado con tapon a 4° C y utilizarse mientras no se
advierta ninguna contaminaciéon microbiana. Antes de emplearlo debe
recalentarse a 37° C.

b) Mezcla primaria de Nitro-BT :

Tope de fosfato 0,1 M o de Tris-HCl, pH 74 ...... 5 ml
Solucién acuosa de Nitro-BT al 0,291 ........... . 5 ml
Cianuro de potasio 0,1 M (pH ajustado a 7,4 por adicién

de HCL IN) ...t 4 ml
Cloruro o sulfato de magnesio 0,05M ............. 4 ml

Esta mezcla puede conservarse en refrigerador varias semanas.

¢) Lactato de sodio 1M.
d) Glucosa-6-fosfato (sal disddica) 1M.

El pH de las soluciones ¢) y d) debe ajustarse a 7,4 y las dos soluciones
han de almacenarse a una temperatura de — 10° C o inferior.

M. Demostracion de la presencia de lactato deshidrogenasa

Mezcla primaria de Nitro-BT .................. 4,5 ml
Lactato de sodio IM .......................... 1,0 ml
NAD .. © 5-10 mg
(el pH debe ajustarse a 7,4 afiadiendo NaOH 1IN o 0,IN)

Metilsulfato de fenazina ....................... 0,5-1 mg

Se calienta la solucién a 37° C, se mezcla perfectamente con 5,5 ml
de solucién primaria de gelatina, se vierte en laminas cubreobjetos de
dimensiones adecuadas (se necesitan unos 0,3 ml para un cubreobjetos
de 24 x 32 mm) y se deja gelificar a una temperatura inferior a 15° C.

Con el lado gelificado hacia abajo, se colocan las laminas cubre-
objetos sobre cortes de piezas congeladas, desecadas y .montadas en

1 Se disuelve la cantidad necesaria en unas gotas de dimetilformamida y se afiade
agua destilada hasta obtener el volumen deseado.
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portaobjetos. Se dejan reposar a la temperatura ambiente y en la oscu-
ridad hasta que se obtiene la intensidad necesaria de coloracién (durante
unos 15 a 30 minutos). Se examinan y se toman microfotografias. Si se
necesitan preparaciones permanentes, se desprenden los cubreobjetos en
agua caliente. Se procede a la fijacion en formaldehido durante 5 minutos.
Se montan en jalea glicerinada o en un medio analogo.

IV. Demostracion de la presencia de G6PD

Mezcla primaria de Nitro-BT .................. 4,5 ml
Glucosa fosfato (sal disédica) 1M ............. 1 ml
NADP e 5-10 mg
(el pH debe ajustarse a 7,4 afladiendo NaOH IN o 0,1N)

Metilsulfato de fenazina ....................... 0,5-1 mg

El procedimiento es igual al empleado para demostrar la presencia
de lactato deshidrogenasa (véase anteriormente), salvo que el periodo
de reposo es de unos 30 a 60 minutos.

V. Demostracion de la presencia de « deshidrogenasa sin sustrato »

El procedimiento es igual al empleado para démostrar la presencia
de lactato deshidrogenasa (véase anteriormente), salvo que la solucion
de lactato de sodio 1M se sustituye por agua y que el periodo de reposo
es de unos 30 a 60 minutos.
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