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Efectividad De La Prueba 2,3,5 — Trifenil Tetrazolio Cloruro (TTC) para el
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l. RESUMEN EJECTUTIVO
Antecedentes

Més del 80% de las muertes cardiacas subitas se deben a enfermedad de arteria
coronaria y consecuente infarto cardiaco. El examen post-mortem constituye el paso
final para confirmar el diagndstico clinico. Dado que los cambios microscépicos y
macroscdpicos del infarto de miocardio no se manifiestan hasta 24-48 horas después de
la produccién de la lesion isquémica miocardica, el diagnostico de muerte sabita por
infarto agudo de miocardio resulta complicado, sobre todo cuando la muerte ha ocurrido
dentro de las seis horas posteriores al infarto de miocardio. La presente revisién no
sistematica de la literatura tiene como objetivo evaluar la efectividad basada en la
sensibilidad y especificidad de la prueba 2,3,5 — Trifenil Tetrazolio de Cloruro (TTC) para
diagnosticar adecuadamente la presencia y localizacion del infarto de miocardio

temprano.
Metodologia

Se realizé una busqueda bibliogréfica abierta de ensayos clinicos randomizados, estudios
observacionales, series de casos, revisiones sistematicas y meta-anilisis, y guias de
practica clinica en las bases de datos Medline, LILACS, Cochrane Database, la base de
datos “point of care” UpToDate, y el motor de biusqueda Google Scholar sin restriccion

de tiempo ni idioma.
Resultados

Se encontraron cinco estudios observacionales que evaluaron el desempefio diagndstico

de la prueba TTC. La sensibilidad ocupd un espectro desde los 63.6 al 100% vy la
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especificidad estuvo ubicada en el rango entre 89.3 y 100%. Los valores promedio

calculados de sensibilidad y especificidad fueron 77.9% y 92.75% respectivamente.

Conclusiones

La prueba TTC ha demostrado tener buenos valores de sensibilidad y especificidad. Otros

beneficios agregados son la rapidez, practicidad, facil interpretacion y su bajo costo.
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Il.  ANTECEDENTES

El infarto al miocardio se define como la necrosis o0 muerte de las células del tejido
muscular del corazén o miocardio debido a una isquemia prolongada.? El infarto al
miocardio es una de las causas mds comunes de muerte subita en el mundo y se calcula
que el 80% de todas estas muertes cardiacas son debidas a enfermedad coronaria
aguda.! En el 25% de estos casos, la muerte ocurre abruptamente dentro de la primera
hora del inicio de los sintomas clinicos y su identificacion temprana se dificulta debido a
que el musculo cardiaco tarda de 24 a 48 horas en evidenciar los cambios micro y

macroscopicos caracteristicos que ayudan a su identificacion.?

Como ayuda al diagndstico, se puede obtener informacién de la historia clinica y las
circunstancias de la muerte del paciente. Y aunque, pueden encontrarse minimas
evidencias microscdpicas reconocibles en el corazén a partir de las seis horas de muerte,
en ausencia de los cambios macroscopicos caracteristicos, las areas de corazon afectadas

pueden perderse al tomar bloques al azar para realizar los exdmenes patolégicos.13

Algunas tinciones histoquimicas con tintes “-azo” como el 2,3,5 — Trifenil Tetrazolio de
Cloruro (TTC) o el Nitroazul de tetrazolio (NBT) ayudan a distinguir areas de tejido
infartado de dreas de tejido normal.* Este método de diagndstico se basa en el principio
de que estas tinciones al hacer contacto con el tejido cardiaco normal, son
enzimaticamente reducidas (por la enzima lactato deshidrogenasa) y cambian su
coloracion a rojo (en el caso del TTC) o azul. (en el caso del NBT) Por otro lado, el tejido
miocardico infartado ha perdido la integridad de su membrana celular y ha liberado su
contenido enzimatico al torrente sanguineo, resultando en una deplecién de las enzimas
oxidativas “lactato deshidrogenasas” en el drea afectada.? Por lo tanto, cuando el corazén
bajo sospecha de haber sufrido un infarto se pone en contacto con TTC o NBT, éstas

tinciones no son reducidas enzimaticamente permaneciendo incoloras.*

Histéricamente, estudios en perros han demostrado que la coloracién con TTC puede
demarcar claramente la division entre el tejido normal y el tejido infartado si mas de tres
horas han pasado desde la oclusion arterial.> De la misma manera estudios realizados en

ratas han demostrado satisfactoriamente que la coloracién TTC estima de manera muy
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similar a la ecocardiografia el tamafio de la zona infartada en infartos inducidos en el

laboratorio.b

Actualmente, aunque se viene utilizando la coloracion TTC en diversos centros a nivel
mundial para el diagndstico temprano del infarto de miocardio, muchos autores
coinciden en que no es del todo apropiado extrapolar los métodos confirmados en
modelos animales a las muestras forenses de pacientes fallecidos bajo diversas
condiciones clinicas y ambientales.” Ante la necesidad de los departamentos de anatomia
patoldgica de EsSalud por contar con pruebas de tincion répidas que permitan un
diagnostico oportuno post-mortem del infarto de miocardio, el IETSI ha comisionado la
| presente revision no sistematica de la literatura cientifica para evaluar en términos de

3 sensibilidad, especificidad y precision diagndstica la prueba del TTC en su uso para

diagnosticar adecuadamente la presencia de infarto de miocardio temprano.

Il. METODOLOGIA

Pregunta de investigacion:

¢Cudl es la efectividad en términos de sensibilidad y especificidad del 2,3,5 — Trifenil

Tetrazolio Cloruro (TTC) para el diagndstico de infarto de miocardio post-mortem?

P Piezas cardiacas correspondientes a casos de muerte subita sospechosa de
origen cardiaco

| Coloracioén 2,3,5 — Trifenil Tetrazolio Cloruro (TTC)

C Otras técnicas histopatoldgicas convencionales

(0] Sensibilidad, especificidad, precision diagnodstica
TABLA 1. Pregunta PICO elaborada por el equipo evaluador del IETSI y los Departamentos de Anatomia Patoldgica del INCOR y del
HNGAY. P=poblacién, I=intervencidn, C=comparador, O= “outcome” o desenlace,

Disefio de estudio:

El presente documento es la produccion de una revision narrativa de la literatura basada

en la sintesis de la evidencia disponible mas relevante al contexto de EsSalud.

Criterios de elegibilidad:
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Ensayos clinicos aleatorizados, o no aleatorizados, estudios observacionales
comparativos, (de cohorte prospectivos, transversales o retrospectivos) revisiones
sistematicas y meta-andlisis que busquen evaluar la efectividad de la prueba 2,3,5 —
Trifenil Tetrazolio Cloruro (TTC) para el diagndstico y localizacién del infarto de miocardio
temprano en casos de muerte sdbita en comparacion con otras técnicas histopatoldgicas
convencionales. Adicionalmente, son elegibles las guias de practica clinica y reportes de
consenso de sociedades cientificas que incluyan entre sus lineamientos la

recomendacion o contraindicacion del uso de dicha prueba.

Criterios de exclusidn:

Estudios realizados en modelos animales o no humanos, muestras de corazén en estado

de descomposicion, otras formas de diagndstico en pacientes in vitro.

Busqueda:

Para responder a las preguntas de investigacion se realizd una busqueda bibliografica
abierta en las bases de datos Medline, LILACS, Cochrane Database, |a base de datos “point
of care” UpToDate, y el motor de busqueda Google Scholar. No se fijaron limites en
cuanto a fecha de publicacion o idioma. Se utilizaron las siguientes palabras clave:
coloring agents, TTC, 2,3,5 — triphenyl tetrazolium, formazan, myocardial infarction,
diagnosis, post-mortem, pathology, staining and labeling, tetrazolium, humans, forensic,

sudden death, postmortem, sudden cardiac death, dye test, TTC test.

IV. RESULTADOS Y SINTESIS DE LA EVIDENCIA

Resultados de estudios observacionales comparativos

El estudio de Adegboyega et al.,® evalud la sensibilidad y especificidad del TTC en el
diagnostico de infarto agudo al miocardio. Los investigadores buscaron evaluar la
correlacion de la prueba de TTC con el examen por histologia convencional en 638
corazones humanos obtenidos en necropsias consecutivas. De los 638 corazones
examinados por TTC, 174 corazones se tifieron positivos para infarto agudo de miocardio
siendo confirmados por patologia convencional 140 corazones. De los 464 casos

restantes que dieron negativo, el examen patolégico revelé 41 infartos agudos al
Pagina 8115
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miocardio. Se obtuvo finalmente, una sensibilidad del 77,4% y una especificidad del
92,6%. El valor predictivo positivo fue 80.5% v el valor predictivo negativo fue 91.2%. La
eficacia diagndstica de la prueba TTC fue del 88% (pacientes identificados
correctamente). Los autores concluyeron que los resultados de la prueba TTC es

confiable, sensible y especifico en el examen del corazdn humano en la necropsia.

Revathi y cols., evaluaron en el 2011 la utilidad de la tincién con TTC en el diagnéstico
del infarto agudo al miocardio en 40 corazones humanos enteros (en lugar de utilizar
piezas cortadas) correspondientes a casos de muerte stbita. Todas las piezas de corazén
fueron embebidas en una solucion que contenia TTC y para el célculo de sensibilidad y
especificidad se utilizé la tincion de Hematoxilina-Eosina. (HE) Tres de los 40 corazones
resultaron positivos para infarto de miocardio. De los 37 corazones restantes, ninguno
resultd ser positivo para infarto de miocardio con TTC ni con HE. El estudio pudo detectar
casos positivos tan pronto como a las 8 horas y mostro una sensibilidad y especificidad
del 100%. Se concluyo que la coloracién con TTC es una herramienta importante en los
casos de muerte subita siendo incluso mejor en casos que se encuentran dentro de las

36 horas post-mortem.

El estudio de Bambhaniya et al.® buscé demostrar la ayuda que TTC brinda al patélogo en
el reconocimiento temprano de pequefios infartos en comparacion con la tincion HE. El
estudio se basa en la comparacion de las tasas de diagnostico macroscopico (TTC) y
microscopico (HE) de infarto de miocardio. De un total de 130 casos, la coloracidon TTC
fue positiva en 26 (20%) de los cuales 12 (46%) resultaron solo positivos para TTC
mientras 14 (54%) resultaron positivos para TTC y HE. El total de tinciones positivas para
HE fue de 17 (13%) de las cuales 3 (17%) fueron HE positivos, pero TTC negativos. El caso
mds tempranamente detectado fue a las 2 horas post mortem. En total 21 (16%) casos
con un intervalo post-mortem <6 horas mostraron cambios isquémicos con TTC; mientras

que ningun caso con in intervalo post-mortem de >12 horas dio positivo con TTC.

Lachica et al.1® evaluaron la eficacia de tres técnicas diferentes (TTC, HE y la tasa
sodio/potasio) para el diagnosticar infarto de miocardio en 74 cadaveres en Espafia. Para

la prueba TTC se obtuvo una sensibilidad de 63. 6% y una especificidad de 96.2%
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Finalmente, estudio realizado por Kotabagi et al.!! en el afio 2000 evalué la utilidad de
las técnicas TTCy Tincién Acridina Naranja (TAN) en 18 muestras de corazon clinicamente
sospechosas de infarto de miocardio. Se consideraron 10 muestras de corazon
provenientes de casos de muerte subita de causa no cardiaca como controles negativos
y 10 muestras en parafina con diagndstico confirmado de infarto de miocardio como
controles positivos. En cuatro casos, el tiempo de supervivencia después del inicio de los
sintomas fue de entre 2 y 4 horas. En un caso, fue de 5 horas y media. De estos cinco
casos, dos solo mostraron M| agudo, que se detectd solo con la coloraciéon TAN. Dado
que el unico caso con un tiempo de supervivencia de 5% horas mostré un infarto mucho
mas antiguo bajo tincidn HE, la tincion TTC no cumplid ninglin objetivo diagndstico en el
estudio. Sin embargo, ayudé en la evaluacion de otros casos con infartos mucho mas
antiguos por medio de una mejor delineacion del infarto y se reveld que el alcance de
dichos infartos fue 1 mm mas que el observado a simple vista antes de la tincién con TTC.
Esto ayudd a tomar secciones de tejido para el estudio de HE de areas que sufrian dafio

en las fronteras del infarto.

Estudio Tamaiio de muestra Sensibilidad (%) Especificidad (%)
Adegboyega® 638 77.4 926
Revathi’ 40 100 100
Bambhaniya® 130 823 89.3
Lachica®® 74 63.6 96.2

Tabla 1. Valores de sensibilidad y especificidad reportados en cuatro de los cinco estudios incluidos. Para Bambhaniya et al. los valores
de sensibilidad y especificidad no estuvieron reportados como tales, pero se calcularon con los datos numéricos reportados en el
manuscrito.

Resultados de guias de practica clinica

En la guia para el diagnéstico patoldgico de la enfermedad cardiaca isquémica aguda de
la Organizaciéon Mundial de la Salud,'? se recomienda el uso de la prueba TTC como
herramienta de histoquimica con evidencia experimental en la categoria de “métodos
enzimaticos” para el diagnodstico de muerte subita sospechosa de infarto de miocardio
con un intervalo post-mortem de media hora a 12 horas. Otra prueba también

recomendada por la OMS en esta categoria con el mismo intervalo es el NBT.
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V. DISCUSION

Ante la sospecha de muerte de origen cardiaco, la identificacion oportuna de la causa de
la muerte ayuda en la administracién de justicia, reclamos de indemnizacion laboral,
seguros médicos y beneficios, ademas de proporcionar informacién epidemiolégica para

enmarcar las estadisticas y politicas de salud publica.

Se han encontrado en esta revision, cinco estudios observacionales que estudian el
desempefio de la prueba TTC.>#1! La bisqueda sistematica realizada para recabar los
estudios relevantes para esta revision ha arrojado en su totalidad estudios
observacionales comparativos. Es importante notar que, los estudios de precisidon
diagnostica, son precisamente aquellos estudios observacionales transversales cuyo
objetivo es evaluar el desempefio de una prueba en determinada poblacién.!3 En general,
la precision diagndstica de una prueba viene expresada por su sensibilidad y
especificidad, de ahi que los criterios de elegibilidad de esta revision son delimitados para

incluir unicamente estudios que buscasen calcular dichos parametros.

De los estudios obtenidos, tres reportaron valores de sensibilidad mientras que uno
reporto datos numéricos con los que fue posible calcularla. (TABLA 1) Teniendo en cuenta
la variabilidad de los tamafios de muestra, se obtuvo el promedio ponderado de los
valores de sensibilidad de cada estudio para obtener un estimado grosso modo de la

prueba TTC. La sensibilidad global fue de 77.9% y se calculd con la siguiente ecuacion:

nyi(sy) + ny(s,) + ny(s3) + ny(s,)
I'l‘}l + nz '+' n3 + n4

X =
Cilculo del promedio ponderado de sensibilidad, n= tamafio de muestra, s = valor de sensibilidad reportada en el estudio. Valores
correspondientes a Adegboyeda et al., Revathi et al,, Bambhaniya et al. y Lachica et al.
Aunque algunos autores consideran que el nivel minimo aceptable de una prueba es
alrededor del 80%,* se debe considerar que los niveles aceptables de estos valores
dependen de muchas variables mas alld de los niimeros como lo son la practicidad de la
prueba o sus costos. Pareciera ser que de manera uniforme los autores de los estudios
aqui presentados coinciden en declarar el buen desempefio, practicidad y rapidez de la
prueba TTC. Por ejemplo, Bambanhiya® mostré las ventajas de la coloraciéon con TTC
sobre la coloracion HE, esto debido a que el TTC permite analizar cortes gruesos mientras

que para HE es necesario realizar cortes histoldgicos que pueden o no abarcar el tejido
Pagina 11| 15
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necrosado. El estudio realizado por Kotabagi et al.}! ha podido establecer la utilidad de
dos coloraciones (entre ellas TTC) para diagnosticar los infartos de miocardio de
alrededor de dos horas de ocurridos, en la deteccion de infartos que son "invisibles" por
tincion con HE y en el diagndstico de los infartos mds antiguos. Este estudio ha
demostrado que la técnica para realizar la coloracion TTC es bastante simple y facil de
realizar. Los reactivos requeridos no se encuentran, a juzgar por los autores, fuera del
alcance financiero de ningln laboratorio de anatomia patolégica de tamafio moderado y

su interpretacion tan sencilla no interpone ningin problema para los usuarios.

De la misma manera y con la ecuacidn antes descrita, se calculé el promedio ponderado
de los valores de especificidad de los cuatro estudios que reportaron informacion (TABLA
1) obteniéndose una especificidad ponderada de 92.75%. La buena especificidad de esta
prueba puede explicarse mediante el comportamiento de la enzima lactato
deshidrogenasa y la capacidad de la prueba para detectar su presencia o ausencia.
Mientras que tras un infarto de miocardio esta enzima tarda en desaparecer del tejido
después de tan solo seis horas, se ha observado que en corazones no infartados esta
enzima también desaparece, pero lo hace aproximadamente a las 60 horas si el corazén
se encuentra refrigerado y a las 36 horas si se encuentra a temperatura ambiente.!> De
ahi que, un resultado negativo con la prueba TTC nos brinde una muy alta probabilidad
de haber descartado correctamente que la muerte haya sido producida por infarto de
miocardio. Sin embargo, cabe resaltar que, debido al comportamiento de la enzima, la

especificidad de la prueba ird decayendo conforme pasa el tiempo.

Dado que la capacidad de tincion del TTC declina a medida que aumenta el intervalo de
tiempo post-mortem”® y que los estudios aqui presentados han demostrado que esta
prueba tiene una muy buena capacidad de diagndstico temprano, se recomienda que,
para obtener el maximo beneficio, sea utilizada entre las 6 y 24 horas post-mortem, en
compafiia o no de HE. Pasadas las 24 horas, otras técnicas de diagndstico como la tincién

HE serian las mas indicadas para llegar al diagndstico.

Por otro lado, el cuerpo de evidencia aqui presentado posee las siguientes limitaciones
(1) el escaso numero de estudios recabados, (2) el poco tamafio de muestra de los

estudios y (3) los diferentes comparadores utilizados para calcular la sensibilidad y
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especificidad de la prueba TTC. Desde el punto de vista metodoldgico, el escaso nimero
de estudios y su poco tamafio de muestra conllevan a generar gran imprecision en los
resultados. El ejemplo mds saltante es el de Revathi, donde se obtuvo una sensibilidad y
especificidad de 100% en base a tan solo tres piezas de 130 que recibieron confirmacion
por el gold standard. En la misma manera, el uso de diferentes comparadores en los cinco
estudios genera ambigiiedad y sesgo pues no todos los comparadores poseen el mismo
grado de error.!® Estas limitaciones parecen disminuir la validez de los estudios aqui
incluidos, sin embargo, la prueba TTC ha demostrado en esta revision ser una
herramienta practica, répida, de bajo costo y con muy buena especificidad por lo que en

términos de relevancia clinica confiere un beneficio al usuario.

El diagnostico exacto y oportuno de la causa de muerte tiene implicaciones de alto
alcance. El uso de pruebas rapidas y confiables, como el TTC, ademads de ayudar a resolver
muchos problemas civiles y penales, especialmente cuando la muerte se ha producido
bajo circunstancias sospechosas o desatendidas, proporciona claridad médica aliviando
el sufrimiento de los familiares de la victima cuando se demuestra que la muerte del

paciente ha sido debida a una causa natural como el infarto de miocardio.
VI. CONCLUSIONES

De la revision realizada se puede concluir que la literatura cientifica disponible se
encuentra limitada a estudios observacionales comparativos incluyendo por lo general
cohortes pequefias y medianas. No obstante, el cuerpo de evidencia aqui presentado
posee cierta uniformidad metodoldgica que se podria traducir en una buena

extrapolacion de sus resultados.

Se concluye que la coloracién con 2, 3, 5 — Trifenil Tetrazolio Cloruro es sensible,
especifica, confiable y costo eficiente para el diagndstico temprano de infarto al
miocardio particularmente cuando es empleado por patélogos que tienen una buena
comprension de la evolucion de los cambios patoldgicos que se desencadenan una vez

ocurrido el infarto de miocardio.

Se aprueba la incorporacién del dispositivo médico: 2, 3, 5 - Trifenil Tetrazolio Cloruro al

Catalogo de Bienes Institucional.
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