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OBJETIVOS

En el presente proyecto pretendemos:

1. Hacer una revision de las troponinas, especialmente la troponina | cardiaca, enfocandonos
en los siguientes puntos:

a. ¢Qué son?

b. ¢Endénde estan?

c. ¢Como estan formadas?

d. ¢Cual es su importancia en la contraccién muscular?

2. Determinar ¢ Cémo ocurre la degradacién de las troponinas?

3. Establecer la importancia de la determinacién de troponina en casos de Isquemia.

4. Interpretar cémo la estructura y bioquimica de las troponinas influyen en los aspectos

analiticos de los ensayos disponibles para su determinacion.
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1. ANTECEDENTES

La medicién de los marcadores cardiacos en sangre ha sido lo primordial para el diagnéstico
de IAM por casi 50 afios. El campo ha evolucionado desde la medicion de la actividad de las
enzimas hasta las concentraciones de masa de las proteinas utilizando inmunoensayos
automatizados no isotépicos. Con el cambio de la practica clinica, los marcadores cardiacos
ahora son necesarios para detectar la presencia de un infarto menor en pacientes con angina
inestable (Al). Los resultados de los estudios han demostrado que los pacientes con troponina
elevada presentan un mayor riesgo de IAM y de muerte a corto plazo. El desarrollo reciente
involucra el uso de marcadores cardiacos para seleccionar la terapia mas apropiada para los
pacientes con sindrome coronario agudo (SCA). El éxito de las nuevos marcadores cardiacos
como la troponina se debe a su alta especificidad de tejido cardiaco y a la existencia de
ensayos con bajos limites de deteccion. Las enzimas tradicionales como la CK o la CKMB se
cree que son liberadas unicamente en situaciones de necrosis miocéardica irreversible. En el
caso de la troponina cardiaca, las observaciones clinicas y estudios en animales sugieren que
la troponina citosélica libre ha de ser liberada en la isquemia ireversible ademas de los casos
de daiio celular ireversible. El subcomité para la estandarizacién de marcadores cardiacos de
la Federacién Intemacional de Quimica Clinica (IFCC S-SCM) ha recomendado el uso de dos
valores de corte para la troponina cardiaca para diferenciar el dafio miocardico menor del
normal y del IAM. Un valor de corte bajo debe detectar eventos isquémicos irreversibles en

algunos casos V.



1.1 HISTORIA DE LOS MARCADORES BIOQUIMICOS

1.1.1 FASE I: MARCADORES ENZIMATICOS

En la Figura 1.1, fases | a IV se muestra una breve historia del uso de biomarcadores
séricos en la enfermedad cardiaca " y en la tabla 1.1 se presentan las caracteristicas de los
marcadores bioquimicos de necrosis miocardica ®. El primer marcador para diagnéstico de IAM
fue descrito en 1954 por Kammen y colaboradores™, quienes utilizaron a la Aspartato
aminotransferasa (AST) anteriormente llamada glutamato-oxalacetato transaminasa (GOT)
sérica. En un solo afio, los mismos investigadores describieron el uso de la Lactato
Deshidrogenasa (LD) en IAM“ . En 1960, la Creatincinasa (CK) fue descrita por primera vez
para ser usada en pacientes con IAM® . El ensayo enzimatico acoplado fue desarrollado por
Oliver ® y modificado por Rosalki™ unos cuantos afios después, y se ha convertido en la base
del ensayo estandar de la IFCC para la CK® :

CK
Creatin fosfato + ADP ———p Creatina + ATP

Hexocinasa
ATP+glucosa —— P Glucosa-6-fosfato (GBP) + ADP

Glucosa fosfato deshidrogenasa
GBP + NADP* » 6-fosfogluconato + NADPH + H'

Muy rapido se reconocié que la especificidad de la AST, LD y CK no era tan alta para
las enfermedades cardiacas, y que el dafio hepatico y de misculo esquelético, y la
hemélisis producian resultados falsos positivos. Sin embargo la medicion de las isoenzimas se
hizo para mejorar la especificidad de la medicion total de las enzimas. Los ensayos para CK y
para isoenzimas de LD iniciaimente fueron desamollados utilizando electroforesis. Puesto que
este ensayo consumia tiempo y era dificil de automatizar, pronto se desamollaron los
ensayos de inmunoinhibicién que hicieron uso de anticuerpos especificos que se unian

estéricamente e inhibian a la subunidad M de la fraccion CK-MM y CK-MB. En ausencia
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de la CK-BB y de macro formas de CK, la actividad enzimatica residual se debia a la subunidad
B de la fraccién CK-MB. Este ensayo permanece siendo popular debido a su bajo costo, y a su
disponibilidad en analizadores quimicos clinicos generales. Una modificacion a este ensayo fue
la introduccién de un paso de precipitacion (inmunoprecipitacién), segun el cual se afadia un
segundo anticuerpo precipitado al ensayo el cual reconocia al primero. El anticuerpo precipitado
permite una determinacion en blanco, mientras remueve a las isoenzimas CK-MMy CK-MBy a

las isoenzimas de LD :2¥19),

1.1.2 FASE Il: MARCADORES PROTEICOS

Los primeros marcadores para enfermedad cardiaca fueron las enzimas cuya actividad
era medida para determinar la extension del dafio cardiaco. El desarrollo de la medicién con
inmunoensayos permitio la determinacién de la concentracion de la enzima, lo cual no dependia
de si la enzima estaba activa o no. Estos “ensayos de masa® también permitieron la medicion
de proteinas marcadoras las cuales no eran enzimaticas. Esto llevd a que se investigaran
muchos otros potenciales marcadores de darfio cardiaco. Utilizando radicinmunoensayos (RIA),
la mioglobina fue la primera proteina marcadora investigada para los casos de IAM . (Figura
1.1, fase Il). La mioglobina aparece en la sangre después de la necrosis del miocardio © antes
que las enzimas cardiacas como AST, CK o LD debido a su bajo peso molecular de 17 KDa. Sin
embargo, el RIA no era un método conveniente de rutina y para analisis estadistico, y no hubo
un interés clinico en este ensayo hasta que se desarrollaron los inmunoensayos automatizados
no isotépicos y estuvieron disponibles a principios de la década de los 90's “'?. La mioglobina

no se usa rutinariamente en muchos hospitales alrededor del mundo
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Tabla 1.1

CARACTERISTICAS DE LOS MARCADORES BIOQUIMICOS DE NECROSIS MIOCARDICA

Marcador Peso Molecular Especificidad | Dependenciadela | Aumento Precoz Duracién de
Bloguimico {Daltons) cardiaca funcion renal la elevacion
Miogiobina 18000 NO sl 1-3 horas 12-24 horas
CKictm 85000 NO NO 48 horas 36-48 horas
CK-MB 85000 - sl 34 horas 24:36 horas
¢TnT 37000 Fo, sl 3-4horas 1014 dias
cTnl 2350 B sl 46 horas 47 dias

El primer ensayo manual para masa de CK-MB fue descrito en 1985, utilizando
anticuerpos anti CK-M y anti CK-B. Un afo después, se desarrollé un anticuerpo monocional
anti CK-MB en la universidad de Washington en San Luis . Hoy, virtualmente, todos los ensayos
comerciales de masa de CK-MB hacen uso de este anticuerpo monoclonal ya sea como
anticuerpo de captura o de seiial. La CK-MB atin se considera el marcador de oro para IAM.

Los ensayos para troponina T cardiaca (cTnT) y para troponina | cardiaca (cTnl), fueron
desarrollados a finales de la década de los 80's ®'Y ™ _ La troponina cardiaca es superior a la
CK-MB porque la froponina de miusculo esquelético es estructuralmente diferente de la
troponina cardiaca, y no hay reactividad cruzada de anticuerpos en los ensayos de la
generacion actual. La mioglobina y la CK-MB del corazén son idénticas a la encontrada en
musculo esquelético. Debido a las restricciones de patente, los ensayos para cTnT estdn
disponibles de un solo fabricante, (Roche Boehringer Mannheim Corporation), mientras que los

ensayos para cTnl estan disponibles en multiples compaiiias. Un aspecto importante para la
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cTnl es la estandarizacion de los resultados del ensayo. Esto es el objetivo principal de la IFCC

S-SCM.

1.1.3 FASE lll: ESTUDIOS CLINICOS

En la figura 1.1, fase lll, se muestra un resumen de las pruebas clinicas importantes y
de sus conclusiones. En 1979, la OMS publicé una guia sobre los criterios para diagnosticar
IAM, lo cual requiere de dos de las siguientes tres condiciones: una historia clinica positiva de
dolor pectoral, resultados electrocardiograficos inequivocos y/o una serie de resultados
anormales de las enzimas. Aunque han sido propuestas algunas revisiones sobre estas
recomendaciones, estos criterios aun son de uso general.

Han habido grandes estudios clinicos historicos que han sido conducidos y que han
dejado un impacto significativo en la practica de la cardiologia y en el papel de los marcadores
séricos cardiacos . El estudio de “Trombdlisis en Infarto Miocardico” (TIMI) comenz6 en 1987
y compara a la estreptocinasa intravenosa con el activador de plasminégeno de tejido. El
estudio “Uso Global de Estrategias para abrir Arterias Coronarias Obstruidas” (GUSTO) inici6é
en 1993 y examina muitiples estrategias tromboliticas. Desde estos inicios, han habido varios
estudios mas TIMI y GUSTO que se han dirigido a aspectos continuos. Aunque estos no se
enfocaron principalmente en los marcadores cardiacos, se recolecté sangre de los pacientes y
se realizaron estudios de forma paralela con las muestras tomadas.

Los primeros en demostrar el uso de la cTnT para estratificar el riesgo fueron Hamm y
colaboradores '®). Estos investigadores mostraron en 84 pacientes, que aquellos con Al y
concentraciones anormales de ¢TnT tenian una incidencia de muerte en hospitales por IAM
significativamente mas alta que un grupo de pacientes con Al con resultados negativos de
troponina. Estas observaciones preliminares fueron confirmadas por varios estudios publicados
simultaneamente en 1996 por ejemplo el estudio GUSTO-lla para cTnT y el TIMI-liib para cTnl.

Habiendo demostrado la utilidad de los marcadores cardiacos para la estratificacion del riesgo,
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el siguiente paso era determinar si los pacientes con Al de alto riesgo eran prospectos para ser
tratados y reducir el riego a corto plazo. Dos estudios con farmacos aleatorios han sido
conducidos utilizando heparina de bajo peso molecular (dalteparin) y un inhibidor de
glicoproteina lib/llla (abciximab). Estos estudios mostraron que los pacientes con Al con
concentraciones normales de cTnT tenian una incidencia menor de eventos cardiacos cuando
el tratamiento con farmacos era dado mientras se comparaba con un placebo. No se observé un

beneficio por encima del placebo en pacientes con Al con valores normales de cTnT.

1.1.4 FASE IV: PRUEBAS DE PUNTO DE CUIDADO (POCT)

La figura 1.1, fase IV, se presenta para completar la historia, y para proveer de una vision de
los importantes estudios publicados en relacién a las POCT relacionadas con marcadores
cardiacos en enfermedad cardiaca isquémica. Collison publicd un articulo con una descripcion

detallada sobre estas pruebas 9.

1.2 LIBERACION DE LOS MARCADORES BIOQUIMICOS DESPUES DE UNA
ISQUEMIA MIOCARDICA Y NECROSIS

Una pregunta importante para la interpretacion de la liberacién de un marcador cardiaco
en sangre de pacientes con SCA es el origen subcelular de la liberacién del marcador. Por
varios afos se ha sabido que las enzimas tradicionales como la CK y la LD son liberadas desde
pooles citosélicos hacia la circulacién por los sistemas linfaticos cardiacos. La CK-MB exhibe
una liberacion monofasica después de un IAM y un daifio miocardico menor ireversible. Debido
al alto peso molecular de estas enzimas estas proteinas no se filtran a través de la membrana a
menos que el miocito esté daiado ireversiblemente. La troponina cardiaca se encuentra ligada
a la Tm de musculo estriado como parte de un complejo de 3 subunidades: T, | y C . Cerca

del 6 a 8% de la TnT y del 2.8 al 4.1 % de la Tnl se encuentran en el citosol como subunidades
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libres '®

. Después de un IAM y de un dafio miocardico menor ireversible, la liberacion de la
cTnT es bifasica, con una liberacién inicial debida al pool libre en el citosol, y una liberacién
prolongada debida al dafio del aparato contractil. Una pregunta importante es si la cTnT o la
cTnl atraviesan o no la membrana de la célula miocardica en la isquemia reversible. El peso
molecular de estas proteinas de 21-24 KDa a 33-35 KDa respectivamente, es substancialmente
menor que el de la CK y LD "®. Los datos de estudios clinicos han mostrado que la troponina
cardiaca a menudo se incrementa en pacientes con valores normales de CK, CK-MBy LD enun
grupo de pacientes con SCA. Existen dos explicaciones para estas observaciones: 1) la alta
sensibilidad y especificidad de la troponina cardiaca pemite usar bajos valores de corte y una
mejor deteccion de un daiio miocardico menor, y 2) la troponina es liberada tanto en casos de
isquemia reversible (forma citosélica) como en casos de isquemia imeversible (forma citosélica y

estructural).

1.2.1 CONCEPTO DE “ALTA ESPECIFICIDAD, BAJO VALOR DE CORTE”

El hallazgo clinico de concentraciones anormales en pacientes en quienes se ha
excluido 1AM y en quienes los ensayos de masa de CK-MB estan por debajo de un valor
discriminatorio para infarto se denomina “dafio miocardico menor” '?. Esta situacién ocurre
aproximadamente en el 20-40% de los pacientes con Al. Las diferencias en como las
concentraciones de corte son seleccionadas entre los dos ensayos es la causa de estas
observaciones. Para los marcadores no-especificos tales como la CK-MB, las concentraciones
de corte han sido elegidas tradicionalmente para diferenciar entre individuos nommales,
pacientes con angina estable (AE), y pacientes con Al e individuos con IAM @ (Figura 1.2). El
uso de valores de corte mas bajos causaria resultados positivos en pacientes y sujetos con
dafio o enfermedad de musculo esquelético. Debido a que la troponina cardiaca es un
marcador muy especifico, se puede elegir una concentracion de corte muy baja para diferenciar

entre pacientes normales o pacientes con AE y pacientes con daiio causado por Al e IAM, sin
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importar que el rango para resultados falsos positivos se vea substanciaimente incrementado.

El hecho de que la troponina se encuentre en mayor cantidad en tejido que la CK-MB, también

hace a estos ensayos mas sensibles para dafio miocardico irreversible menor. Los casos #1 al
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7 de la tabla 1.2, enlistan los resultados de pacientes con daiio miocardico menor documentado
que tienen concentraciones anormales de troponina cardiaca y de CK-MB que se encuentran
por debajo del valor de corte para IAM. Haciendo un analisis retrospectivo dentro de los tres
meses seguidos a la presentacion inicial del paciente en el hospital antes de la muerte
cardiaca o de IAM se confirma que se habia sufrido un dafio miocardico menor al momento de
la presentacion. El uso de valores de corte bajos no explica todos los datos que comparan a la

TnT con la CK-MB ™,

1.2.2 CONCEPTO DE DANQ REVERSIBLE

Esta hipotesis sugiere que durante la anoxia causada por el bajo flujo sanguineo y por la
isquemia miocardica, hay un filtrado de proteinas de bajo peso molecular, tales como la cTnT y
cTnl, hacia el torrente sanguineo. Aun cuando los miocitos estén en un estado reversible, la
recuperacion del flujo sanguineo en estos pacientes podria resultar en una recuperacion total
de las células peligrosamente afectadas. Como se resume en una revision previa, esta hipotesis

es sugerida por varias observaciones clinicas y resultados en animales de laboratorio .
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Tabla 1.2

RESULTADOS DE PACIENTES CON DANO MIOCARDICO MENOR E
ISQUEMIA REVERSIBLE"
Nimero de CK-MB" cTnTocTnl
paciente

1 30 1.00(M)

2 7.7 145(T)

3 19 1.79(

4 33 302(1)

5 41 487 (1)

6 44 092 (1)

7 47 490 (1)

CK-MB negativa

8 <086 0.10(M)

9 <06 013(M

10 <06 021 (M)

1 <06 147()

12 <06 1.43(1)

13 <06 145()

14 <086 158()
¥ Todos sufrieron muerte cardiaca subsecuente o IAM dentro de los 3
meses posteriores a la presentacién inicial.
® CK-MB de Opus Plus ®. Limite superior normal 5.0 pg/L. Vaior de
corte para IAM 2= 10.0 pgl , ¢cTnT medida en ES300 (Roche BMC) y
cTnl en Opus Plus (Dade Behring). Rango normal 0-0.04 y 0.50 pgl,
respectivamente. Valor de cofe para IAM 020 y 20 pgL
respectivamente. Datos tomados de los inserios de los paquetes
exceplto para los valores de corte de 1AM de cTnT.

Los casos # 8 a 14 de la tabla 1.2 enlistan los resultados de los pacientes confimados
con dafio miocardico menor y en quienes la concentracion de CK-MB estaba por debajo del
limite de deteccion. Estos casos no encajan en la hipétesis de que la troponina cardiaca es
capaz de detectar el dailo cardiaco de mejor manera debido a que se puede usar un valor de
corte mas bajo para la CK-MB. Es posible que en algunos de estos casos, la concentracién de
CK-MB fuera negativa debido a que ésta ya habia regresado a valores normales antes que la
troponina. Como sea, en algunos de estos casos, tanto la concentracién de CK-MB como la de
troponina estaban normales inicialmente y solo la troponina se hizo cuantificable en muestras
subsecuentes. En estas situaciones, la aparicion de troponina cardiaca en sangre podia haber
sido el resultado del dafio por isquemia reversible. Los estudios clinicos en pacientes que pasan
por angioplastia coronaria transluminal percutanea (PTCA), terapia con radioablacién, y
cardioversion transtoracica, han mostrado que la troponina cardiaca puede ser liberada en
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casos de dafio miocardico menor que no va acompanado de incrementos significantes de CK-
MB.

La hipotesis es que la liberacién de la troponina cardiaca en la isquemia reversible se
origina del pool citosdlico de proteina libre y no de los elementos estructurales. Si esta
suposicion es correcta, la deteccion incrementada de troponina en estos pacientes no se puede
explicar con el alto contenido de troponina en el tejido en relacién con la CK-MB. El contenido
libre en el citosol de cTnT es cerca de 0.8 mg/g (7% x 10.8 mg/g) y 0.17 mg/g (3.5 % x 5 mg/g),
lo cual es mas bajo que el contenido total en el citosol de CK-MB de 1.4 mg/g en peso humedo.

Sila cTnT y la cTnl son liberadas hacia la sangre en situaciones tanto reversibles como
ireversibles de isquemia, entonces se apoya la recomendacion hecha por el IFCC C-SMCD de
que se deben de usar dos valores de corte para la interpretacién de los resultados de troponina
cardiaca. El primer valor se establece en el limite superior normal y permite la deteccion de un
daiio miocardico menor. El segundo se establece para diferenciar entre una Al y un IAM, y se
usa para detectar la presencia de un daiio ireversible (Figura 1.2). Este Uitimo valor de corte
seria consistente con el que se usa actualmente para la CK-MB. Estas hip6tesis y propuestas

estan siendo dejadas asi para estimular discusiones y experimentacién en un futuro .
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2. MECANISMOS CELULARES

2.1 ESTRUCTURA DE LOS MIOCITOS

2.1.1 Miocitos, miofibrillas y sarcomeros

Los miocitos ventriculares (fibras miocardicas) normalmente presentan una longitud de
100 a 120 p y 15 a 25 p de didmetro. Los miocitos auriculares son mas pequefios; los miocitos
del sistema de conduccion (fibras de Purkinje) son mas grandes en ambas dimensiones. Cada
miofibrilla esta formada por numerosas fibrillas estriadas dispuestas en sentido longitudinal, las
cuales, a diferencia de lo que sucede en el musculo esquelético, estan parcialmente separadas
por inclusiones citoplasmaticas que contienen mitocondrias y tibulos.

Cada miofibrilla esta compuesta por sarcomeros iguales, dispuestos longitudinalmente
y separadas por dos lineas oscuras adyacentes, las lineas Z. Los sarc6meros ocupan cerca
del 50% de la masa de las fibrillas cardiacas y se ordenan de manera que los extremos de las
miofibrillas adyacentes estan alineadas, obteniéndose asi una imagen estriada. Los
sarcomeros varian entre 1.6 y 2.2 p, segun la longitud del musculo. El centro del sarcémero
esta ocupado por una banda oscura, la banda A (banda anisotrépica o birrefrigente que rota la
luz polarizada) y tiene una longitud de 1.5 p. La banda A esta limitada por dos bandas mas
delgadas, denominadas bandas | (isotrépicas) de longitud variable en funcién de la longitud del
sarcomero. Las bandas de los sarcomeros reflejan la superposicién de los filamentos
constituidos por proteinas contractiles. Los filamentos delgados de actina estan unidos a cada
linea Z y se proyectan en sentido longitudinal hacia el centro de los sarcémeros, en donde se
superponen con los fllamentos gruesos compuestos de moléculas de miosina (figura 2.1). Las
interacciones entre filamentos gruesos y delgados en la banda A generan la fuerza y el
acortamiento del miocardio, ya que los filamentos se deslizan uno sobre otro conservando

constante su longitud @,
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El nucleo esta colocado en el centro de las fibrillas miocardicas. Entre los miocitos
adultos, lo comun es encontrar fibrillas binucleadas. Las mitocondrias que constituyen cerca del
20% del volumen de las fibras son estructuras elipticas de aproximadamente 2a5ux0.5py
estan situadas entre y junto a las miofibrillas, también debajo del sarcolema. Las mitocondrias
presentan repliegues o crestas, que se proyectan hacia el centro desde su membrana
superficial y contienen las enzimas del ciclo del acido tricarboxilico. La gran proximidad de las
mitocondrias a los filamentos contractiles facilita la transferencia de ATP de su lugar de

produccion a los lugares de utilizacién durante el proceso contractil @" .
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Los lisosomas son vesiculas delimitadas por una membrana con un diametro aproximado de 0.1
W y se localizan cerca del polo del nucleo, contienen enzimas hidroliticas latentes capaces de
producir la lisis de las membranas y otros componentes celulares.

Las fibras miocardicas que inician la actividad intrinseca en el corazén, esto es, las fibras
automaticas o de marcapaso, son un poco menores que las fibras ventriculares. Las fibras del
tejido especifico de conduccién, las fibras de Purkinje, son mucho mayores que las fibras
contractiles: contienen menor niumero de miofibrillas y mayores cantidades de citoplasma claro
y de glucogeno, ademas de una vasta red extema de capilares y pequefias terminales
nerviosas.

Las fibras miocardicas estan rodeadas por una abundante red de capilares, filamentos
delgados de tejido conectivo y pequefias terminaciones nerviosas amielinicas que se
encuentran libres en el espacio extracelular. Estas terminaciones nerviosas no presentan
uniones especificas con las fibras cardiacas pero si vesiculas terminales con granulos que
contienen mediadores quimicos. Estos mediadores son la acetilcolina que se encuentra
principalmente en auriculas, fibras marcapaso y tejido de conduccién especifico, y la
noradrenalina que, ademas de encontrarse en estos mismos tejidos, se encuentra también en
los ventriculos: cuando se liberan, ambos mediadores quimicos actian sobre receptores
localizados en la superficie de la membrana de fibras adyacentes.

Los miocitos auriculares, pero no asi los ventriculares, contienen también granulos
especificos densos que representan la fuente de la hormona natriurética auricular, la cual quiza
desempeiie un papel importante en el metabolismo del agua y la sal, por tanto, en el control de

la presion arterial.

2.1.2 Sarcolema, discos intercalados y reticulo sarcoplasmico.
Cada fibra cardiaca esta separada por una membrana extema, el sarcolema, que

presenta invaginaciones a lo largo de las lineas Z de los sarcomeros. El sarcolema esta
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formado por una delgada capa (7 a 9 nm) bimolecular de fosfolipidos, el plasmalema, que es el
sitio de la polarizacién eléctrica. Inmediatamente fuera del plasmalema, la membrana basal,
esta el glucocdliz de 50 nm de espesor a su vez compuesto de una capa intema y una extema.
El plasmalema es la principal membrana semipermeable situada entre el citoplasma intracelular
y el glucocéliz que contiene cargas negativas a las cuales se une el Ca** y que separa la fibra
de su matriz extracelular. Las fibras miocardicas adyacentes estan conectadas entre si en sus
extremos por una porcién engrosada del sarcolema llamada disco intercalado, segmento que es
la unién estrecha, y que representa un sitio de baja resistencia para transmitir la actividad
eléctrica entre las fibras cardiacas @V,

Las fibras miocardicas también estan conectadas entre si mediante una red delgada de
filamentos de colagena, microfibrillas delgadas y microtiras, que desempefian un papel
importante en la orientaciéon de las fibras, distensibilidad del tejido y transmision de la fuerza
entre las fibras. Las fibras elasticas estan compuestas de microfilamentos de glucoproteina y
elastina amorfa. Este esqueleto contribuye de manera importante en la constitucién de las
propiedades diastdlicas de los ventriculos y limita el grado con que el corazén se dilata en caso
de sobrecarga de volumen.

La doble capa de fosfolipidos del plasmalema actia como una barrera iénica y conserva
la elevada concentracion intracelular de potasio, en comparacion con el potasio extracelulary la
baja concentracion intracelular de sodio con respecto al sodio extracelular, asi como el calcio. El
calcio citoplasmico es del orden de 107 M ; el calcio extracelular es de 10 M. Los gradientes
ibnicos a través de la membrana se mantienen al menos mediante 3 sistemas en el sarcolema,
dos de los cuales necesitan energia proveniente del ATP: 1) la bomba de Na'-K', que es una
ATPasa que intercambia sodio intracelular (Na;") por potasio extracelular (K,"); 2) el intercambio
Na*-Ca**, que normalmente intercambia calcio intracelular (Ca?*) por Sodio extracelular (Na,");

y 3) una bomba dependiente de ATP que extrae Ca” . Los potenciales de accién que son
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fundamentales para controlar el acoplamiento excitacion-contraccion, estan mediados por
canales i6nicos sensibles a voltaje.

Cerca de las lineas Z, el sarcolema presenta amplias invaginaciones, el Sistema T, que
presenta ramificaciones longitudinales y transversales en el interior de las fibras cardiacas. Muy
préximo, pero sin estar en continuidad con el sistema T, se encuentra el reticulo sarcoplésmico
(RS), que es una compleja red de canales intracelulares limitados por una membrana celular
que se anastomosan entre si y presenta un diametro aproximado de 30 nm; este sistema de
tubulos rodea a cada miofibrilla y desempeiia un papel importantisimo en la excitacion del
musculo. A diferencia del sistema T, el RS no tiene conexién con el medio extracelular. En los
sitios en donde el RS se acerca a los tibulos en T o al sarcolema, el reticulo se ensancha y
forma dilataciones saculares en forma de cistemnas. En estos lugares, el RS y el sistema T estan
separados por fisuras de 10 a 12 nm. La despolarizacion del sarcolema al propagarse a través
del sistema en T, libera Ca®* del RS, el cual activa los filamentos contractiles. Al igual que el

sarcolema, el RS, presenta una matriz de dos capas formadas de fosfolipidos " .

2.1.3 Proteinas contrictiles
El aparato contractil consta de filamentos superpuestos parciaimente, en forma de

bastones, con una longitud constante, tanto en reposo como durante la contraccion.

2.1.3.1 Estructura del filamento grueso

2.1.3.1.1 Miosina (Figura 2.2). Los filamentos mas gruesos, compuestos de moléculas de
miosina, sélo se encuentran en la banda A, tienen un diametro aproximado de 100 a 150 nm
con extremos afilados, y miden de 1.5 a 1.6 i de longitud ?'Y% | Los filamentos de miosina son
agregados perfectamente ordenados de 300 moléculas de esta proteina dispuestas
longitudinalmente con peso molecular aproximado de 500 000 Da; se conservan paralelos y

ordenados entre si por el efecto de conexiones centrales en la linea M. Cada molécula de
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miosina presenta una cola en forma de bastén de alrededor de 130 nm de longitud, y una
cabeza en forma de dos estructuras esféricas en grupo de tres, con una separacion de 14.3 nm
entre cada grupo. En consecuencia existen 50 de estos conjuntos en cada mitad del filamento
grueso, que rotan, de forma que una cabeza aparece alineada cada 43 nm; cuando se activa el
musculo, forman uniones o puentes con los filamentos de actina, generando fuerza y
produciendo acortamiento de las fibras. La miosina por si sola es capaz de disociar el ATP, es
decir, actia como una ATPasa que se inhibe por Mg?' y se activa por pequefias cantidades de
Ca®*. Cuando la miosina se combina con la actina se forma un complejo de actomiosina que
posee una actividad enzimatica todavia mayor para utilizar ATP y que se estimula
fundamentalmente por Mg**. La actomiosina constituye la enzima fisiolégicamente activa para
desarrollar fuerza durante la contraccién. Mediante la tripsina , una enzima proteolitica, la
molécula de miosina se separa en dos fragmentos: la meromiosina ligera y la pesada. En esta
ultima se encuentran las cabezas en forma de dos estructuras esféricas que son los sitios de
actividad enzimatica de la ATPasa.

La miosina se puede separar en tres componentes, las isoenzimas V,, V., y Va, que
presentan una composicion diferente en la cadena pesada. Existen Unicamente dos
subunidades de cadena pesada quimicamente diferentes, la a y la p. V; y Vs estan formados
por aa y Bp mientras que V, esta formado por af. La ATPasa de la miosina y la velocidad
intrinseca del musculo (Vme) dependen de las proporciones de estas isoenzimas que estan

presentes, siendo que V, es rapida y V, es lenta.
2.1.3.2 Estructura del filamento delgado

Los tres principales componentes del filamento delgado del muisculo esquelético son la

actina, la tropomiosina y el complejo de la troponina @ .
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2.1.3.2.1 Actina (Figura 2.2). Los filamentos delgados que tienen una longitud de 1.0 p en fibra
ventricular, son una doble espiral alfa que consta de dos cadenas de actina con peso molecular
de 47 000 Daltons y un diametro de 55 nm. Se sabe que existen dos isoformas de actinas
denominadas isoforma aesquelética (fetal) e isoforma a- cardiaca (adulta) ® . Los filamentos
de actina se extienden desde la linea Z a través de la banda | hasta llegar a la banda A. La
banda A del sarcomero es la region en donde se superponen los filamentos gruesos y delgados,
en tanto que la banda | sélo contiene filamentos delgados. La polaridad de la actina determina
la direccién del movimiento de los puentes cruzados cuando la actina funciona en el sarcomero.
Los filamentos delgados de actina en los extremos opuestos del sarcomero inhiben la
formacioén de puentes cruzados cuando los filamentos delgados presentan doble superposicion

a longitudes cortas del sarcomero.

2.1.3.2.2 Troponina y Tropomiosina (Figura 2.2). Estas proteinas son las que controlan la
contraccion; constituyen cerca del 10% del total de las proteinas de las miofibrillas y se
relacionan con el filamento delgado. La tropomiosina (Tm) es una proteina en forma de baston
de 400 nm de longitud y de 20 a 30 nm de didmetro, con un peso molecular de 70 000 Da.
Presenta la forma de dos espirales, cada una de las cuales se sittia cerca del surco entre las
cadenas de actina. La Tm forma una cadena continua a través de la porcion central del
filamento de actina, mientras que el complejo de troponina se localiza a intervalos de 365 nm.
La troponina puede separarse en tres componentes: 1) la troponina C (TnC), factor excitador
de calcio, que se une al Ca®*, 2) la troponina | (Tnl) , un factor inhibidor de la ATPasa de la
actomiosina estimulada por el Mg?*, y 3) la troponina T (TnT), necesaria para que funcione
todo el complejo de la troponina y sirve para que el complejo de la troponina se una ala actinay

la Tm (17.21.25.28,27)
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Cuando faltan estas proteinas reguladoras de la contraccion las proteinas contractiles
actina y miosina interactuan y se activan por completo; para ello, sélo se necesita la presencia
de Mg®* y ATP para iniciar la reaccién que lleva a la contraccién muscular. Sin embargo en
presencia de troponina y Tm, se inhibe la formacién de puentes cruzados entre miosina y
actina. Cuando el calcio se une a la TnC , se inhibe la unién de la Tnl con la actina, lo cual a su
vez produce un cambio en la conformacién de la Tm, de forma que ésta, en lugar de inhibir,
favorece la formacion de puentes cruzados; por ello, el Ca®* puede considerarse como
desinhibidor ya que inactiva a un inhibidor de la reaccion entre actina y miosina. La inhibicién
de la interaccion entre actina y miosina se debe a que el calcio, al unirse al complejo de la
troponina , altera la configuracion de la Tm, la cual a su vez modifica la disposicion de los sitios
activos a lo largo del filamento de actina ' .

Al producirse la despolarizacién celular, el [Ca®"] intracelular aumenta de 10 ~ hasta
cerca de 10 M. El Ca® se liga a la troponina, y los bastones de actina se desplazan hacia el

centro del sarcomero. Una vez efectuado este primer paso, una cabeza de la miosina unida a la

32



actina expulsa sus productos de hidrolisis del ATP, se une a otra molécula de ATP y se
despega del sitio de unién con la actina. Luego, la cabeza de miosina vuelve a tomar su
orientacion original y el ciclo se repite: la cabeza de miosina se une a un monémero diferente de
actina en un sitio mas distante en el filamento de actina. Por lo tanto, el proceso de
acortamiento del musculo cardiaco consisten en un cambio relativo en la posicion de los dos
filamentos contractiles; es decir, los filamentos de actina se deslizan sobre los de miosina por
un proceso en el cual se produce fuerza en muchos puentes transversales. Si al misculo no se
le permite acortarse, es decir, si se produce una contraccién isométrica (en presencia de Ca®),
la meromiosina pesada no sufre ningin cambio en su conformacion, se conservan los puentes
entre actina y miosina, y es el ADP en vez del ATP el que permanece unido a la miosina. La
fuerza desarmollada es proporcional a la cantidad de Ca®* unido a la TnC, la cual a su vez se
relaciona con el [Ca?" ] intracelular y con la I;mgitud inicial de sarcémero. La liberacién sucesiva
de Ca® de la troponina produce la relajacién (Figura 2.3)

Existen unas proteinas mas pequerias llamadas cadenas ligeras que se localizan en las
cabezas de miosina, éstas experimentan fosforilacién produciendo cambios no bien precisados
en la actividad enzimatica de la miosina. Se ha dicho que la actividad de ATPasa de la
actomiosina aumenta al incrementar el monofosfato de adenosina ciclico (AMPc) en el interior
de las fibras, que es un probable mecanismo por el cual la estimulacién pB-adrenérgica ejerce su
efecto inotropico positivo. Tal cambio es compatible con la respuesta mecanica del musculo
cardiaco a las catecolaminas para producir un incremento en la velocidad de acortamiento

(Vmax) €n condiciones sin carga.
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Figura 2.3 Episodios de la contractilidad del mésculo cardiaco " . El ciclo de los puentes cruzados empieza con la relajacion

en didstole (etapa 1), cuando la tropomiosina (Tm) que es la linea negra horizontal continua, bloquea la unidn de las cabezas de
miosina con la actina. Al comienzo de la sistole (etapa 2), e Ca® se combina con la troponina C (cTnC) de forma que la Tm ya no
bloquea a la actina y por tanto las cabezas de miosina se pueden unir y luego “flexionarse”, con la liberacion de ATP y fosfato
inorgénico (P;)(etapa 3). Hay un estado de “rigidez” que aparece de manera transitoria (etapa 4). El ATP se mueve al mismo sitio de
unién sobre la cabeza de miosina que dejd libre el ADP, a fin de liberar la cabeza de miosina (etapa 5). Después de que el ATP se
disocia en ADP y P, por efecto de la ATPasa de miosina, la cabeza se extiende (etapa 6) para volverse a unir a otras dos o cuatro
unidades de actina més distaimente (etapa 7). Las etapas 1 a 7 se repiten hasta que la concentracién de Ca™ en la fibra cardiaca
disminuye al comienzo de la didsiole (etapa 8).

2.2 ACOPLAMIENTO EXCITACION-CONTRACCION

2.2.1 PUENTES CRUZADOS EN REPOSO Y EN TRABAJO.
El hecho de haber aclarado la biologia estructural de la interfase actina-miosina, ha
contribuido para entender el estado de los puentes cruzados en el misculo en reposo y las

bases moleculares para saber como trabajan los puentes cruzados en el musculo activo @ .
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Esta informacion es esencial para aclarar y entender como la reaccién actina-miosina es

activada y como la interaccion “puente cruzado-flamento delgado” modula esta activacion.

2.2.1.1 Puentes cruzados en el reposo: puentes cruzados bloqueados y débilmente
unidos en estado diastélico. (Figura 2.4)

En estado de reposo los miofilamentos se pueden alargar libremente; el ciclo de un
puente cruzado y la generacion de fuerza se ciemran. A concentraciones relativamente bajas de
Ca2+, se impone un estado relajado en la reaccién actina-miosina por la presencia de Tn-Tm.
Para saber como las proteinas del filamento delgado actian para mantener un estado diastélico
habria que contestar lo siguiente: ¢ Esta bloqueada la unién de un puente cruzado a la actina, o
existe solo un estado de unién débil?, si es que hay bloqueo, ¢lnvolucra éste solo a la
Tropomiosina o tal vez a la Tnl y/o a la TnT?.

Desde un punto de vista meramente tedrico, durante la didstole, la unién de los puentes
cruzados con la actina se encuentra bloqueada debido a un impedimento estérico que involucra
a la Tm. Sin embargo no queda claro si este modelo (bloqueo estérico), deba de ser
considerado como un modelo util desde el punto de vista didactico del estado diastélico de los
miofilamentos, que sea facil de entender. El bloqueo estérico implica que no haya interacciones
de puentes cruzados en el estado relajado, aunque existe considerable evidencia de que una
porcién substancial de los puentes cruzados se une débilmente al filamento delgado en el
estado relajado ® . La evidencia reciente indica que, 1) el ciclo de la ATPasa puede ocurrir sin
la disociacion de la unién de los puntes cruzados con la actina y 2) los puentes cruzados
débilmente unidos no generadores de fuerza se unen con una cinética rapida de apagado y

encendido.
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2.2.1.2 Puentes cruzados en el trabajo: interacciones moleculares que generan trabajo de
los miofilamentos.

Lo que entendemos de las bases fisicas de la interaccién actina-puente cruzado tuvo un
gran avance gracias a reportes proporcionados por modelos basados en el ajuste de imagenes
por micrografia crioelectrénica utilizando estructuras atémicas de la F-actina y de la Miosina S-1
©0y3  E} mecanismo por el cual el misculo estriado desarrolla fuerza y se acorta, esta basado
en la idea de que las cabezas de miosina (puente cruzado o miosina S-1) sobresalen del
filamento grueso y reaccionan con las actinas del filamento delgado en un ciclo de reaccion que
recibe energia del ATP®? _ La superficie de unién para las regiones NH2-terminal de la miosina
abarca 2 actinas e incluye tanto a la region NH2-terminal como la COOH-terminal de la actina.
Uno de los pasos en el ciclo, es aquel en el que un puente cruzado libre de nucleétido se une
fuertemente a la actina de una manera rigurosa que involucra contactos extensos entre la
miosina y el filamento delgado. Esta interfase esta formada de una combinacién de
interacciones complementarias, hidrofébicas y idnicas asi como de puentes de hidrégeno. La
unién de un nucleétido inicia un cambio substancial en la interfase actina-miosina , lo que
provoca la disociacion y eventual generacion del llamado “golpe de fuerza® impulsado por la
hidrélisis del ATP.

Los contactos electrostaticos entre el extremo NH2-terminal de la cadena ligera de la
miosina cargada positivamente, y los residuos del extremo COOH-terminal de la actina
cargados negativamente, forman una regién secundaria de contacto entre los puentes cruzados
y el filamento delgado. Aunque el papel fisiol6gico de la unién entre la cadena ligera de miosina
y la actina aun no es claro, existe evidencia importante de que la interaccién puede modular de
manera significativa la proporcion de ciclos de los puentes cruzados asi como el nivel de
potenciacién del filamento delgado. Ambas propiedades parecen ser elementos importantes
para determinar la cinética de transicién de los miofilamentos entre el estado sistdlico y el

diastélico.
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2.2.2 ACTIVADOR TROPONINA-TROPOMIOSINA-CALCIO

Las fibras musculares que carecen de troponina y de Tm (o las mezclas de miosina y
actina purificadas) cuentan con una actividad de la Mg®*-ATPasa relativamente alta que es
insensible a las concentraciones de Ca®* ® . La adicién de Tm, la cual se une a la actina de
manera cooperativa, puede inhibir o0 elevar esa actividad ®, dependiendo de la relacion
actina:miosina. La adiciéon de el complejo purificado de la troponina a estos sistemas, inhibe ala
ATPasa cuando el Ca®* se encuentra en concentraciones submicromolares y dispara su
actividad a concentraciones micromolares de Ca®*. Es importante notar que el mecanismo de
control de la troponina, involucra la inhibicién de una interacciéon que de otra manera seria
favorable y fuerte entre la actina y la miosina, una caracteristica comun en los sistemas donde

se necesita que la respuesta a un estimulo sea rapida, concertada, y altamente sensible.

2.2.3 INHIBICION POR TROPONINA |

La Tnl, es una proteina globular basica que contiene aproximadamente 180 aminoacidos
(PM 20 000), y se une a la actina, ala Tm, a la TnT, y a la TnC. La Tnl purificada, inhibe a la
ATPasa de la actomiosina por si sola, independientemente del Ca**. Tanto la unién a la actina

como su actividad inhibidora se ven potenciadas por la Tm @2 .

2.2.3.1 Posici6n del péptido inhibidor

Por medio de la espectroscopia de resonancia magnética nuclear (ERMN) se logro
determinar la estructura secundaria en solucién de un péptido inhibidor de 12 residuos (Ip)
unido a la TnC, la cual a su vez, se encontraba unida al Ca® . Se encontr6 que el péptido de
unién (inhibidor) tiene dos regiones a-hélicoidales (residuos 104-108 y 112-115) separadas por
una curva que involucra dos prolinas centrales (residuos 109 y 110). Estos péptidos inhibidores

poseen aproximadamente la mitad de la actividad inhibidora de toda la Tnl en bases molares®®.
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Figura 2.4. Esquema que describe los modos
de activacion de los miofilamentos cardiacos
delgados dados por el complejo Ca2+- TnC y
por  “puentes cruzados fuertes”. La ﬁgtn
muestra como los filamentos delgados son
activados por el Ca2+ a travéz de la TnC y por
la unién del puente cruzado. ™

2.2.3.2 Dominio de la TnC al que se une la region inhibidora de la Tnl.

La region inhibidora de la Tnl y los péptidos inhibidores, se han entrelazado con ambos
dominios, el NHxterminal y el COOH-terminal, de la TnC. Sin embargo sorprende el hecho de
que en la estructura cristalina de la TnC, la cual evitaria la unién, los dos dominios estan
separados por un a-hélice central de 31 residuos. Esta aparente paradoja se podria resolver
con la hipotesis de que, en solucién, la hélice central de la TnC, se curva o en parte se
desenrolla, permitiendo asi la aproximacion de los dos dominios. Esta idea originalmente se
basé en la técnica de transferencia de energia de fluorescencia y otras mas, realizando
experimentos con TnC libre, pero ain permanece abierta la pregunta de si la TnC esta
extendida o es mas compacta en el complejo de la Troponina. Experimentos mas recientes

sugieren una conformacion mas extendida para la TnC. Pero con todo esto, la distancia y
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orientacion relativa observadas en la estructura cristalina de los dos dominios de la TnC no
parecen ser caracteristicas importantes en el mecanismo regulador de esta subunidad “® .

Las investigaciones realizadas llegaron a la conclusién, tomando en cuenta los hallazgos
del entrelazamiento de los dominios, de que parece que la hélice central de la TnC puede
construir por lo menos una parte del sitio de unién de la regién inhibidora de la Tnl 2.

Aungue no se ha determinado directamente el péptido exacto de 12 residuos (Ip) de
unién en la TnC, se sugiere que la superficie hidrofébica del Ip podria estar haciendo contactos
con la cavidad hidrofilica del dominio COOH-terminal de la TnC. En otros experimentos se
entrelazé la Gly104 del péptido inhibidor con el residuo 156 de la TnC y se realizé un modelo
del péptido inhibidor uniéndose a la cavidad hidrofilica del dominio COOH-terminal de la TnC.
Aun asi, este modelo, no apunta hacia posibles contactos del péptido inhibidor con el dominio
NHz-terminal de la TnC. Ademas no queda claro de manera inmediata como la disociaciéon del
dominio inhibidor de la actina y su unién al dominio COOH-terminal de la TnC, presumiblemente
dependiente de el intercambio Mg®'/Ca® en los sitios Il y IV (Figura 2.2), pudiera ocurrir lo
suficientemente rapido para contar en la cinética de desarrollo de tension inducida por Ca** bajo

condiciones fisiologicas.

2.2.3.3 Modelos moleculares de la regién inhibidora que se une ala TnC

2.2.3.3.1 Modelo molecular de la regién inhibidora de la Tnl unida a la TnC. Los estudios
realizados de la interaccion entre la cadena pesada y la cadena ligera reguladora de la miosina,
sirven como base para la construccion del modelo molecular de la interaccion entre la TnC y la
regién inhibidora de la Tnl. Se ha observado que la secuencia de 14 residuos comenzando en
la posicion 98 en la region inhibidora de la Tnl ( KLFDLRGKFKRPPL ) tiene cierto grado de
homologia con los motivos 1Q (por consenso IQXXXRGXXXRXX® , donde X es cualquier
aminoacido y @ es un residuo hidrofébico voluminoso) que son motivos que se encuentran en

una variedad de sitios de unién entre las cadenas ligeras de miosina y la calmodulina (CaM).
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Se empez6 construyendo el modelo comparando las estructuras tridimensionales de los
dominios NHx-terminal en el modelo (Ca’)<TnC y en la cadena ligera reguladora de la
estructura cristalina del dominio regulador de la miosina del molusco. Esto revelé que las
hélices A, B y C de las dos proteinas estan virtualmente sobrepuestos, a pesar del hecho de
que la hélice C es aproximadamente 4 aminoacidos mas corta en la cadena reguladora. Los
dominios COOH-terminal de ambas proteinas pueden también ser sobrepuestos. El ligando
helicoidal que conecta los dos dominios globulares de la TnC es 3 aminoacidos mas corto y no
es helicoidal en la cadena ligera reguladora, haciendo el moldeo de esta parte ain mas
complicado. Los residuos 88 a 94 de esta region ligante fueron, por tanto, moldeados como un
lazo extendido para poder llevar a ambos dominios globulares en sus mismas y respectivas
orientaciones, como en la cadena ligera reguladora. Finalmente la region inhibidora de la Tnl
fue moldeada en la misma conformacién de los residuos 805 a 836 de la cadena pesada de la
miosina. Este alineamiento coloca a la prolina de la posicion 109 de la Tnl en la misma posicion
que la Trp824 en la curva de la cadena pesada de la miosina. Este modelo de la region
inhibidora de la Tnl fue deducido con el modelo de la TnC de una manera similar a la del
complejo CLR-cadena pesada de miosina. En el modelo resultante del complejo TnC-regién
inhibidora de la Tnl, la region inhibidora helicoidal de la Tnl por el extremo NHz-terminal de la
curva (residuos 90 a 107) encaja en la cavidad hidrofébica del dominio COOH-terminal de la
TnC y se extiende hasta cerca del extremo NHx-terminal al lado de la parcialmente desdoblada
hélice central de la TnC. La curva de la regién inhibidora y los residuos hasta su extremo
COOH-terminal (residuos 108 a 121) hacen contactos exclusivamente con el dominio NH»-
terminal de la TnC. Esta curva redirige la porcion COOH-terminal de la a-hélice de la region
inhibidora de manera que encaja en la cavidad hidrofébica del dominio NH -terminal de la TnC
sin requerir de una aproximacion muy cercana de los dominios de la TnC. Aunque este modelo
es congruente con los resultados del entrelazamiento de Tnl-TnC y los estudios de unién de

dominios antes discutidos, seria necesario tener en cuenta que es un modelo de naturaleza
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conceptual y que aqui se presenta principalmente como una manera de ilustrar como la TnC y
la regién inhibidora de la Tnl pueden interactuar de forma similar a aquella bien caracterizada

en los complejos proteina “mano EF™- péptido ?*Y>),

2.2.3.3.2 Modelo del complejo de Tnl-TnC. Recientemente se propuso un modelo estructural
del complejo Tnl-TnC saturado de Ca®* basado en las dimensiones y orientaciones relativas de
las dos proteinas dentro del complejo, lo cual se dedujo en experimentos con rayos X y
dispersion de neutrones. En este modelo, ambas proteinas adoptan estructuras altamente
alargadas cuyos centros de masa casi coinciden y cuyos ejes largos estan alineados en forma
paralela (o antiparalela) en el complejo. La hélice central en la TnC estd completamente
extendida, y los dominios NH,- y COOH- terminales orientados el uno con respecto al otro. La
Tnl esta ain mas extendida que la TnC, con dos dominios de similar estructura “toroidal”,
conectados por un hélice central de aproximadamente 7 nm. En este modelo la masa de la Tnl
esta distribuida igualmente sobre las dos mitades de la TnC: los dominios NH> y COOH-
terminales de la Tnl coronan las superficies exteriores de los dos dominios de la TnC, de
manera similar a un halo, mientras las hélices espirales centrales de la Tnl a lo largo de toda la
longitud de la estructura de la TnC, hacen contacto con la hélice central de la TnC y con las
cavidades hidrofébicas expuestas de ambos dominios de la TnC. Ya que estos residuos
inhibidores descansan justo en el extremo COOH-terminal del residuo central de la Tnl, una
orientacion antiparalela de las dos proteinas implicaria que la regién inhibidora interactia

predominantemente con el dominio NHx-terminal de la TnC &,
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2.2.4 UNION DEL CALCIO ALA TnC

La TnC (PM 18 000) es la subunidad de la troponina que se une al Ca** y que es
necesaria para que se de la interaccion dependiente de Ca* con la actomiosina en los sistemas
reconstituidos con proteinas musculares purificadas in vitro. Cuando la TnC es removida
selectivamente de fibras musculares superficiales mediante el lavado con soluciones de EDTA,
las fibras resultantes con menor concentracion de TnC se muestran permanentemente
relajadas a cualquier concentracion de Ca®*. Al agregar TnC exdgena se recupera la

contraccion dependiente de Ca?* ©2

2.2.4.1 Estructura cristalina de la TnC.

La estructura cristalina de la TnC revela una proteina en forma de mancuema con dos
dominios globulares conectados por una larga hélice central. Cada dominio esta hecho de dos
sitios de unién al Ca** (mano -EF). Este motivo se ha denominado asi por aparecer entre las
hélices E y F de la Troponina C y consta de 2 a-hélices aproximadamente perpendiculares
separadas por una espiral de 12 aminoéacidos en la cual se encuentran los ligandos para unién
al Ca®. Los 4 sitios de unién al calcio se numeran del | al IV de acuerdo al orden de la

estructura primaria (Figura 2.5).

2.2.4.2 La contraccién muscular se activa por la unién del Ca*" a sitios de baja afinidad.
Bajo condiciones fisiolégicas la cinética de unién del calcio a sitios de alta afinidad en los
dominios COOH-terminal se espera que esté limitada por el intercambio Mg?*/Ca®, el cual, es
muy lento para contribuir en la cinética del desarrolio de la tension inducida por Ca* y la
relajacion de las fibras musculares superficiales. Por otro lado la cinética de unién del Ca** a los
sitios de baja afinidad del dominio NH-terminal, es répido, sugiriendo que la unién del Ca®* a
estos sitios (I y Il) es el evento inicial para suprimir la inhibicibn de la interaccién con la

actomiosina.
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Residuos 137 a 144: homologla con
hmmmmymdmhpm
unién a delaF

ACTINA-TROPOMIOSINA

Residuos 96 a 116 homologla con &l
dominio de unidn a calmodulina de fa
fosforiasa cinasa y motivos 1Q
Dominio COOH-terminal

Residuos 1 a 40:

‘ ) Dominio de unkén a la TnC

Figura 2.5. Organizacion del complejo de Tn. La Tnl y la TnC interactian entre si de manera antiparalela con interacciones
independientes de Ca2+ dadas entre los residuos 1-40 de la regibn NH2-terminal de la Tnl y la regién C-terminal de la TnC, y por
interacciones dependientes de Ca2+ entre la regidn inhibidora y C-terminal de la Tnl y el dominio N-terminal de la TnC, asi como
entre la regién inhibidora de la Tnl y el dominio C-terminal de la TnC. *

La TnC puede ser dividida en un dominio NHx-terminal que se une especificamente al
Ca®* y en un dominio COOH-terminal estructural que se une a Ca** 0 a Mg*'.

En la estructura cristalina de la TnC, los dos sitios COOH-terminal de Ca** y de Mg®* son
ocupados por el Ca?*, mientras que los dos sitios especificos para Ca®* en el extremo NHx-
terminal se encuentran vacios, lo que se aproxima mas a la estructura del misculo relajado
donde los dos sitios COOH-terminal se espera que sean ocupados por Mg®'. En la estructura
cristalina, el dominio COOH-terminal ocupado con Ca?*, posee una cavidad hidrofébica la cual
se ha propuesto como el sitio de unién para las otras subunidades de la Troponina. No se sabe
si esta cavidad también queda expuesta en presencia de Mg®* por lo tanto no queda claro si

este sitio es accesible bajo cualquier condicién o Ginicamente en presencia del Ca®.
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2.2.4.3 Modelo de la transicién inducida por Ca** en el dominio NHterminal de la TnC.
Debido a la significante homologia en la estructura y en la secuencia entre los dos
dominios de la TnC, se ha propuesto que en la unién con el Ca®, el extremo NHz-terminal de la
TnC adopta una conformacién similar a la observada en la estructura cristalina del dominio
COOH-terminal cuando es ocupado por el Ca*. En este modelo una superficie hidrofébica en el
extremo NHxterminal, la cual se oculta cuando los sitios | y Il estan desocupados, queda

expuesta para soportar la unién de Ca* a estos sitios > .

2.2.5 LA TnC ELIMINA LA INHIBICION DADA POR Tnl

La sefial de unién al Ca®* con la TnC se transmite al filamento delgado por una serie de
cambios en las interacciones de la TnC con las ofras subunidades de troponina. Ya que la Tnl
se une tanto al complejo actina-Tm como a la TnC, los cambios inducidos por el Ca®* en las
afinidades relativas de la Tnl por el complejo actina-Tm y por la TnC siempre han sido un tema
central en el conocimiento de la regulacién por la troponina ® .

La Tnl y la TnC se unen con una muy alta afinidad en presencia de Ca®y esta afinidad
decae en presencia de Mg?* (ausencia de Ca"). Debido a la alta afinidad observada entre la
Tnl y la TnC, tanto en presencia como en ausencia de Ca®*, la Tnl y la TnC permanecen sin
duda asociadas bajo las condiciones de relajacion y de contraccién encontradas en el masculo.
Por lo tanto, la asociacién/disociacién del complejo Tnl-TnC como un todo regulado por el Ca?*,
puede ser excluido como un posible mecanismo regulador cinéticamente competente. A esto le '
sigue el hecho de que las interacciones dependientes de Ca?* estan en el mecanismo regulador
del corazén, mientras que las interacciones independientes de Ca** estan involucradas en el

mantenimiento de la integridad estructural del complejo.



2.2.5.1 Sitios de la TnC involucrados en las interacciones dependientes e independientes
de Ca* con la Tnl.

Los estudios de las interacciones entre los fragmentos de la TnC y la Tnl completa
(Figura 2.5) sugieren que la TnC tiene por lo menos tres regiones que deben de interactuar
con la Tnl: los sitios de unién a metales Il y lil interactian con la Tnl de una forma dependiente
de Ca®*, mientras que la presencia del sitio IV es necesaria para la interaccion con la Tnl en

ausencia de Ca** ™ |

2.2.5.2 Las interacciones dependientes de Ca® se dan entre los dos dominios de la TnCy
las regiones inhibidora y COOH-terminal de la Tnl.

Se ha observado que el fragmento proteolitico de la Tnl (residuos 96 a 116) que une ala
actina y que inhibe a la ATPasa de la actomiosina también se une a la TnC. Por esto se sugiere
que en el corazén, el mecanismo regulador, es un movimiento de la regién inhibidora de la Tni
dependiente de Ca®** ®, que se propaga desde la actina hasta la TnC. La uni6n de los péptidos
inhibidores correspondientes a los residuos 104 a 115 0 96 a 116 a toda la TnC en presencia de
Ca® varia desde 0.63 a 5.3*10° M, mientras que aquellas uniones medidas en presencia de
Mg** o ausencia de metales divalentes varian desde 0.7 hasta 9.5*10°M™ . Como se esperaba
que esta regién de la Tnl se uniera a la Actina-Tm en ausencia de Ca*", puede ser que solo la
interaccién en presencia de Ca®* tenga relevancia fisiolégica.

Los fragmentos 103 a 182 y 1 a 156 de la Tnl recombinante (Tnligs-1s2 ¥ Tnly.1ss) que
contienen tanto a la region inhibidora (residuos 103 a 116) y los residuos en su extremo COOH-
terminal (residuos 117 a 158), se unen al dominio NH-terminal recombinante de la TnC (N-
TnC) mas fuertemente que a fragmentos que carecen de cualquiera de estas regiones. Por
otro lado un fragmento NHo-terminal de la Tnl (Tnlss) N se une a N-TnC en presencia de Ca**
o de Mg** a concentraciones micromolares de péptido. También se ha observado que la Tnlyg

182 se une al dominio COOH-terminal recombinante de TnC (C-TnC) pero con una afinidad
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relativamente mas débil. Los complejos anteriores que involucran la Tnlygs.1s2 con TnC, N-TnC o

con C-TnC solo se observan en presencia de Ca®* a concentraciones micromolares de proteina.

2.2.5.3 Las interacciones independientes de Ca* ocurren entre el dominio COOH-terminal
de la TnC y la regién NHx-terminal de la Tnl.

Los fragmentos proteoliticos derivados de la region NHz-terminal de la Tnl (residuos 1 a
21 y 1 a 47) se unen a la TnC. En estudios iniciales de la dependencia del Ca** de esta
interaccién no se pudo concluir nada ya que algunos reportaban la dependencia del ca®*
mientras que en otros solo se observd la formaciéon del complejo en ausencia del Ca*.
Recientemente se ha acumulado evidencia de que existe un componente independiente de
Ca® en la interaccién, como resultado de estudios realizados con Tnl recombinante. Los
fragmentos de Tnl que carecen de 102 residuos en el extremo NHzx-terminal han disminuido las
interacciones independientes de Ca®* con la forma natural de TnC , mientras que las
interacciones dependientes de Ca®* permanecen intactas.

Por otro lado también se demostré que la region NHxterminal de la Tnl se une al
dominio COOH-terminal de la TnC observando que: 1) se forma un complejo entre Tnligs y la
TnC en presencia de Ca* o de Mg?*, 2) estos complejos son debilitados por mutaciones que
eliminan los sitios de unién a metales en las regiones Il y IV de la TnC pero no por mutaciones
que eliminan la unién especifica de Ca®* a los sitios | y Il y 3) El segmento 1-98 de la Tnl se
une al segmento C-TnC en presencia de Ca® o de Mg2+ , pero no se une al segmento N-TnC

en las mismas condiciones.

2.2.5.4 Organizacion antiparalela de la interaccién Tnl-TnC.
Las observaciones antes mencionadas sugieren que las regiones de la Tnl implicadas
en su unién con actina y su actividad inhibidora, también interactian con el dominio regulador

NHz-terminal de la TnC en una forma dependiente de Ca®*. Por otro lado la region NH.-terminal
46



de la Tnl interactia con el dominio estructural COOH-terminal de la TnC en presencia de Ca** o
de Mg?* . Por lo tanto, se ha propuesto, que el complejo Tnl-TnC se encuentra en un arreglo
antiparalelo como se explica en la seccién 1.2.3.3.2 (figura 2.5). En ese modelo la interaccion
de los dominios reguladores de las dos proteinas requiere de Ca** mientras que los dos

dominios estructurales pueden interactuar en presencia ya sea de Ca®* o de Mg®'.

2.2.5.5 Movimiento dependiente de Ca® de las regiones inhibidora y COOH-terminal de la
Tnl con respecto a la TnC y a la actina.

Las consideraciones antes mencionadas parecen indicar que las regiones inhibidora y
COOH-terminal de la Tnl estan involucradas tanto en el efecto inhibidor de la Tnl sobre la
ATPasa de la actomiosina como en su interaccion dependiente de Ca** con el dominio NH;-
terminal de la TnC ® . Esta actividad de unién dual, ha sido interpretada histéricamente,
sugiriendo que una porcion de la Tnl genera el interruptor real que se mueve entre la actina y la
TnC en una forma dependiente de Ca®, regulando, por lo tanto, alguna caracteristica
conformacional del filamento delgado. Se ha demostrado experimentaimente que en la unién
del Ca** ala TnC, la Cys 133 en la region COOH-terminal de la Tni de conejo, se aleja 1.5 nm
de la Cys 374 de la actina y se acerca 0.7 nm a la Cys98 de la TnC. En la figura 2.6 se muestra
como este movimiento, en el contexto de la naturaleza antiparalela del complejo Tnl-TnC,
puede ser incorporado en un modelo de la transicién inducida por Ca** en el filamento delgado.
En ausencia de Ca®* (figura 2.6 B), los sitios especificos para Ca®* en la porcién NHx-terminal
de la TnC, se encuentran vacios, mientras que los sitios para Ca** o Mg** en la porcién COOH-
terminal estan ocupados por Mg?*. En este estado las regiones inhibidora y COOH-terminal de
la Tnl estan unidas a la actina-Tm, manteniendo al filamento delgado en una conformacion en la
cual la interaccién con la actomiosina es débil, mientras que la region NH-terminal de la Tnl
(residuos 1-40) esta unida al dominio COOH-terminal de la TnC. La unién del Ca®* al dominio

NH:terminal de la TnC deja expuesta una cavidad hidrofobica, la cual incrementa la afinidad
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del dominio por las regiones inhibidora y COOH-terminal de la Tnl, causando el alejamiento de
estas regiones de sus sitios de unién en la actina-Tm (figura 2.6 C). Esto, entonces, permite un

cambio estructural en el filamento delgado que activa a la ATPasa de la actomiosina.

para Ca2+Mg2+ en e dominic C-
terminal de la TnC estdn ocupados con
Mg2+, mientras que los sitios especificos
para Ca2+ en e dominio N-terminal
estdn vacios. C) La unién del Ca2+ al
sitio especifico para Ca2+ en el dominio
N-terminal de B TnC aumenta la
afinidad del dominio para el sitio inhibidor
y el sitio C-terminal de la Tnl lo que trae
como resuitado su liberacion de la actina
ydelaTm. ¥,

2.2.6 PAPEL DE LA TnT Y DE LA TROPOMIOSINA

La organizacion del filamento delgado (Figura 2.1) tiene implicaciones importantes en el
mecanismo de control, ya que la unién del Ca** a un complejo de troponina, presumiblemente
controla la estructura de siete monémeros de actina via la Tropomiosina. Los complejos vecinos
de troponina no tienen contacto entre si, ni tienen contacto con mas de la mitad de los siete
monémeros de actina dentro de cada unidad reguladora. Ain asi, la unién de Ca** a los
filamentos delgados es cooperativa y la troponina posiblemente inhibe las interacciones de los
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siete monoémeros de actina con la miosina en ausencia de Ca®*. Debido a que la Tm forma un
filamento continuo a lo largo de cada hebra de la doble hélice de actina, estas observaciones
sugieren que la informacién puede ser propagada a lo largo (y/o a través) del filamento delgado

entre unidades reguladoras via Tm y/o actina.

2.2.6.1 La TnT liga al complejo de la Troponina con la Tm.

La TnT es una proteina estructuralmente asimétrica. Su dominio COOH-terminal globular
(TnT-2, dominios 159 a 259) media su interaccién con la Tnl y con la TnC, asi como la unién
cercana al residuo Cys190 de la Tm. El dominio NH--terminal de la TnT (TnT-1, residuos 1 a
158)descansa extendido a lo largo del tercio COOH-terminal de la espiral enroscada de Tm
desde el residuo Cys190 del extremo COOH-terminal de la Tm donde se traslapa con el
extremo NHrterminal de la molécula de Tm adyacente (Figura 2.1). Las interacciones
inmediatas de la TnT con la Tm, han sugerido que esta debe de estar involucrada en la

cooperatividad de la unién de la Tm a la actina y/o en la unién de Ca** al filamento delgado.

2.2.6.2 Papel de la TnT en el mecanismo regulador.

El control de la actividad de la ATPasa de actomiosina-Tm dependiente de Ca®* por el
complejo binario Tnl-TnC solo ha sido observado a relaciones Tnl:actina significativamente
mayores a los valores fisiologicos de 1:7, aunque la cantidad real de Tnl que se une por cada
siete monémeros de actina, nunca ha sido cuantificada paralelamente bajo las mismas
condiciones. Se ha encontrado que en ausencia de TnT, la TnC puede remover a la Tnl de su
sitio de unién con el complejo actina-Tm independientemente de la presencia de Ca**, cuando
la relacién Tnl:actina es aproximadamente 1:7. La TnT fue necesaria para mantener al complejo
de troponina unido al complejo actina:Tm bajo esas condiciones. Ademas la maxima actividad
de la ATPasa observada en una mezcla de actomiosina-Tm-Tnl-TnC + Ca®* es

aproximadamente igual a aquella observada en una mezcla actomiosina-Tm, mientras que la
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adicién de TnT, incrementa la inhibicion en ausencia de Ca® y activa a la ATPasa de la
actomiosina en presencia de Ca?* a niveles por amiba de los vistos con actomiosina:Tm solas.
Aun asi la TnT debe estar haciendo mas que solo incrementar la afinidad de la troponina por el
filamento delgado ya que parece estar involucrada en 1) propagacién del efecto inhibidor en los
siete monémeros de actina en ausencia de Ca** via Tm, 2) eliminacién del efecto inhibidor de
los siete monémeros de actina en presencia de Ca**, y 3) activar a la ATPasa de la actomiosina
a niveles por ammiba de aquellos de la actomiosina-Tm. Estas observaciones sugieren que el
mecanismo de inhibicion de la Tnl o regulacion por el complejo binario Tnl-TnC, deben de ser
diferentes de aquel efectuado por el complejo temario de troponina, el cual es fisiologicamente

mas relevante @

2.2.6.3 Transmision de la seiial de unién al Ca2+ de la TnC a la Tnl.

Los eventos criticos iniciales que disparan el movimiento y los cambios de estado de la
Tm y la actina, son la unién de Ca®* a la TnC y la transmisién de esta sefial a la Tnl ®® . Hay
evidencia estructural comparativa que nos da informacion nueva de caracteristicas Unicas del
proceso molecular y atébmico por el cual el Ca® se une a la cTnC iniciando una cascada de
eventos de sefializacion. En el caso de la Troponina C de musculo rapido (TnCmr), la unién del
Ca*" a los dos motivos hélice-vuelta-hélice, trae como resultado el movimiento de las hélices de
tal manera que queda expuesta una region hidrofobica extensa de aminoacidos en una
configuracion “abierta”. Por ofro lado en la cTnC los eventos parecen ser diferentes e indican
que la sefializacién del Ca** en la Tn cardiaca puede involucrar una dependencia mas fuerte de
las interacciones carga-carga que en la Tn de musculo rapido. Con la unién del Ca®* a este sitio,
la regién NH-terminal permanece substancialmente cerrada y la region hidrofébica expuesta es
mucho mas pequeiia que en el caso de la TnCmr. Esto puede deberse al nimero de metales

unidos en la region NH-terminal de la cTnC y la TnCmr.
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Existe una extension en la region NHz-terminal (residuos 1 a 32) que consta de un
alargamiento Unico de aminoacidos en la Tnl. Los residuos Ser23 y Ser24 son los sitios de
fosforilacion para la Proteina cinasa A (PKA) ®7 _ Cuando estos sitios estan fosforilados, la
afinidad de la Tnl por la TnC disminuye, asi como la afinidad del Ca** por la TnC y la
sensibilidad al Ca?* del filamento delgado ®® . Ambos residuos deben de estar fosforilados para
que se exprese la disminucion de la sensibilidad al Ca** .

Una regiéon NH-terminal cercana de la Tnl (residuos 33 a 80) es altamente conservada
y se une a la TnC. Como se ha discutido antes, esta regién cercana también parece contener
sitios de interaccién con la cTnT. La unién de la cTnl al extremo COOH-terminal de la cTnC se
demostré utilizando un marcaje selectivo con [C**Metionina en combinacion con la técnica de
espectroscopia de RMN. Se observd que el amreglo molecular de la Tnl y de la TnC es
antiparalelo (figuras 2.1 y 2.2). La interaccién entre la regiéon NHz-terminal de la Tnl con la TnC
se ve muy debilitada si el metal no esta unido al extremo COOH-terminal de la TnC. Asi, un
papel importante de la union del metal a estos sitios lentamente intercambiados, es anclar la
region NHxterminal de la cTnl a la TnC durante la sistole y la diastole. En estudios mas
recientes se determiné que la cTnl que carece de los primeros 53 aminoacidos es incapaz de
unirse a la cTnC y de reestablecer la sensibilidad por el Ca** en pmpamdoms reconstituidas.
Por esto el dominio de unién NH2-terminal de la cTnl de unién a TnC parece estar localizado
entre los residuos 33 a 53. Las serinas en posicién 43 y 45 en esta zona, tienen un significado
funcional como substratos para la Proteina cinasa C (PKC). La fosforilacién de estos sitios da
como resultado una marcada disminucién del nivel maximo de la ATPasa en las preparaciones
de miofilamentos delgados reconstituidos con miosina S-1, sin cambios en la sensibilidad por el
Ca®. La fosforilacion de estos sitios también provoca disminucion en la afinidad de la miosina
S-1 por el filamento delgado. Un tercer sitio de fosforilacion, por la PKC se localiza en el residuo
Thr144, un residuo cardio-especifico localizado en el péptido inhibidor de la Tnl. Este péptido

inhibidor va rio abajo desde la regiéon de unibn c¢TnC-cTnT en la cTnl y contiene
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predominantemente aminoacidos con carga positiva. El péptido retiene mucha de la actividad
inhibidora de la longitud total de la cTnl, y esto sugiere fuertemente que esta region de la cTnl
interactia con la actina en un sitio que ni interfiere con la unién de los puentes cruzados ni
inhibe alostéricamente la reaccién actina-miosina. Ain no es claro si la fosforilacion
dependiente de PKC del residuo Thr144 del péptido inhibidor tiene significado funcional.

Aunque el péptido inhibidor tiene una clara importancia en la cascada de sefializacion,
en analisis con mutantes se ha identificado a la region COOH-terminal (Tnlysz.19)esencial para
la activacion. Un truncamiento progresivo de la ¢Tnl demostré que la las regiones cTnly.ias ¥
cTnli.1s1 son capaces de inhibir la actividad de la ATPasa de miofibrillas reconstituidas, hasta
aproximadamente un pCa del 75% y 50% respectivamente de la actividad de en la forma
intacta. Ademas el complejo cTnli1ss~TNC solo restaura parcialmente la sensibilidad al Ca®*
mientras que el complejo Tnly4s:-TNC es incapaz de restaurar dicha sensibilidad. Estas
mutantes retienen la actividad de unién a la actinay ala TnC.

Algunos andlisis estructurales, se han dirigido al entendimiento de los cambios que
ocurren cuando la TnC reacciona con la Tnl. Otros estudios muestran que la TnC aislada
mostré una conformacion relativamente compacta mas bien como resultado de la flexibilidad de
la hélice central. Aun asi, la TnC adopta una conformacién extendida cuando se une a la Tnl.
Méas estudios indican que la Tnl también se ve mas extendida en el complejo Tnl-TnC. También
se ha concluido que la TnCmr saturada con Ca?*, formando un complejo con la Tnimr, tiene una

conformacion extendida “?.

2.2.6.4 Seiializacion entre Tnl-TnC, TnC-TnT y TnT-Tm.

Aparentemente la TnT, como el componente mas grande y fuerte del complejo de la
troponina, tiene el potencial para llevar a cabo las interacciones mas extensas y versatiles con
proteinas adyacentes en el filamento delgado. Multiples isoformas de la TnT, las cuales son

generadas por un empalme altemativo y contienen regiones NHx-terminal variables, también
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elevan la versatilidad de sus acciones. Hasta ahora no hay estudios detallados de las
interacciones de la TnT con otras proteinas del filamento delgado. Aunque hay extensas
regiones de homologia entre varias formas de la TnTmr y la TnT cardiaca, hay regiones
importantes de diversidad estructural, especiaimente en la extensién NHx-terminal, la cual esta
altamente cargada y esencialmente ausente en la TnTmr. Basado en muchos estudios con
TnTmr, aparentemente las mitades NH;- y COOH-terminal de la TnT, se unen al complejo
actina-Tm con alta afinidad. La mitad NH;-terminal de la TnT parece anclar al complejo de la
Troponina cardiaca a la Tm independientemente de la concertacién de Ca** que rodea a los
miofilamentos, mientras que la mitad COOH-terminal, forma un complejo conla TnC, la Tnly la
Tm. El extremo COOH-terminal de la TnTmr (residuos 159 a 259, TnT2) se une a la regién que
contiene el residuo Cys190 en la Tm, y esta interaccién se debilita cuando el Ca** se une a la
TnCmr. Existen estudio sobre el papel de la TnTmr en la regulacion de la activacion de los
miofilamentos y se ha mostrado que la TnT1 (residuos 1 a 159) no afecta la proporcién de
unién de S-1 a la actina en preparaciones reconstituidas con miosina S-1 y filamentos delgados
regulados. Pero aun asi, la TnT1 es capaz de influenciar el tamario de la unidad cooperativa de
6 a 9 actinas hasta 12 actinas. Esto generalmente corresponde a los datos de que la TnT1 se
une a la regioén de superposicion entre moléculas contiguas de Tm. Por otro lado, mientras que
la TnT2 no tiene efecto en la cooperatividad si tiene impacto en la sensibilidad al Ca** a la
proporcién de unién con S-1 del complejo actina-Tm @Y. Es interesante que en ausencia del
Ca®, tanto la TnT2 como la TnTmr inhiben la unién inicial de S-1 a un 4rea similar. Un retraso
en la proporcién de unién, proporciona evidencia de un estado de bloqueo de los puentes
cruzados.

Los sitios de fosforilacion dependientes de PKC en la cTnT también estan localizados
en la mitad COOH-terminal de la molécula. Los residuos Thr199 y Thr280 (en la secuencia de
bovinos) son sitios funcionalmente significativos en la fosforilacion dependiente de PKC. Es esta

region de la TnT la que interactia con la Tnl y con la TnC y con la Tm, y es crucial en la
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transmision de la seial de unién al Ca®* para activar y posiblemente potenciar al filamento
delgado. Cuando estos sitio son fosforilados, hay una disminucion en el nivel maximo de
ATPasa en las preparaciones de los filamentos delgados reconstituidos que activan a la
miosina S-1 sin un cambio significativo en la relacién pCa-actividad de la ATPasa. No hay
estudios detallados que determinen la significancia relativa de la fosforilacion de varios sitios
PKC en la TnT en estos efectos inhibidores. Las regiones de interaccién entre la Tnl y la TnT
aun son desconocidos. En el caso de la TnTmr, se ha propuesto que los residuos 57 a 107 los
cuales contienen una hepta-repeticion, pueden interactuar con un segmento similar en la
TnTmr, formando una hélice enrollada. Estudios de reactividad quimica apoyan esta hipotesis
demostrando que los residuos de Cys y Lys en la region Tnimrsoss Se ven afectados por la
unién a la TnTmr. Pero en estudios con una mutante truncada de Tnimr que perdi6 sus
primeros 57 aminoacidos (Tnld57) se han identificado sitios en la region NH -terminal de la
Tnlmr que reaccionan con el extremo COOH-terminal de la TnTmr. La region Tnid57 retiene la
unién con la TnCmr pero no se une a la TnTmr. Cuando esta mutante se reconstituye en
miofilamentos que contienen a todos los componentes de los filamentos delgados excepto a la
TnTmr, se conservd la sensibilidad por el Ca?*, aparentemente por la interaccion TnC-Tnl, pero
el nivel maximo de ATPasa fue menor a aquel en las miofibrillas intactas. Aan asi, cuando los
miofilamentos fueron completamente reconstituidos por la adicién de TnTmr, el nivel de ATPasa
fue restituido a aquel encontrado en las preparaciones con miofibrillas intactas, a pesar de que
las interacciones entre Tnimr y la TnTmr fueron alteradas. Con base en estas observaciones se
propone que la TnCmr tiene un papel dual en la regulacion de la actividad de los miofilamentos:
1) liberacién de los miofilamentos de la inhibicién por la Tnl y 2) potenciar la actividad de los
miofilamentos mediante la interaccibn TnC-TnT. Se han usado mutantes truncadas para
identificar a las regiones de interaccién entre la cTnl y la cTnT. La cTnl carente de los primeros
32 residuos es capaz de reaccionar normalmente con sus moléculas vecinas en el filamento

delgado , y puede reestablecer totaimente la sensibilidad al Ca®* cuando se le agrega cTnC a
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una preparacién de miofilamentos que carecen del complejo cTnl-cTnC intacto. Asi la Gnica
extensiéon NHxterminal de la Tnl (por lo menos en su estado no fosforilado) no parece
interactuar con la cTnT. También se demuestra que la regién cTnlss.211 €S capaz de unirse a
cTnT pero no puede restaurar la sensibilidad por el Ca** cuando se reconstituyen los
miofilamentos. Sin embargo, Ia eliminacién de un segmento de 26 aminoacidos mas, resulta en
una forma de cTnls211 que ya no puede unirse a la cTnT pero que puede parcialmente
restaurar la sensibilidad al Ca?*. Esto indica que una zona en la regién NH-terminal cercana de
la cTnl puede repeler su interaccion con la cTnT y por lo tanto puede influir en la regulacion de

los miofilamentos de forma diferente a la interaccion TnTmr-Tnimr.

2.2.6.5 Resumen de eventos moleculares que disparan la transicién Diastole/Sistole.

Una hipétesis es que durante la diastole hay un bloqueo fisico de una cantidad
substancial de puentes cruzados para reaccionar con el filamento delgado mientras el resto se
encuentran en un estado de union débil. Las interacciones generadoras de fuerza entre los
puentes cruzados y el filamento delgado estan inhibidas por la posicion de la Tm y posiblemente
de la cTnl y de la cTnC y por una disminucion de la reactividad de los dominios de la actina y de
la Tm inducida por la troponina. En la diastole, la cTnT se une por su extremo COOH-terminal a
la regién central de la Tm y también lo hace por su extremo NHxterminal, para traslapar
moléculas de Tm. La cTnl se une fuertemente por su extremo NH2-terminal al extremo COOH-
terminal de la cTnT y al extremo COOH-terminal de la cTnC. La Tnl también interactda con las
regiones NH:-terminal y posiblemente COOH-terminal de la actina para inhibir la interaccion
actina-miosina a través del péptido inhibidor de la cTnl y los sitios rio debajo de cTnlssz.199. En
la sistole, la unién del Ca** al sitio regulador de la cTnC induce un estado de alta afinidad entre
los sitios COOH-terminal de la Tnl y NH-terminal de la TnC que extiende a ambas proteinas.
Asociada a la interaccion entre la Tnlysz.1e9 ¥ la €TNC, la cTnl se mueve a una nueva posicién en

el filamento delgado, y ahi se libera el péptido inhibidor de la cTnl de su interaccién con la
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actina. La interaccién entre la region COOH-terminal de la cTnT y la Tm se debilita, la Tm se
mueve en el filamento delgado asi como lo hacen los subdominios de la actina. Los
movimientos y cambios de estado de las proteinas del filamento delgado liberan del estado de
bloqueo y promueven el nivel de transicién de los puentes cruzados unidos débilmente hacia un

estado generador de fuerza. De esta manera los miofilamentos estan activados “ .

2.2.7 INTERACCIONES MOLECULARES QUE MANTIENEN Y POTENCIAN LA ACTIVACION
DE LOS MIOFILAMENTOS.

Universalmente se estd de acuerdo con que el cambio de estado de los puentes
cruzados que ocurre con la transicién sistole/diastole , es disparado por la unién de Ca* a la
cTnC, aunque lo que pasa después para mantener y modular la activacién del miofilamento aun
no es claro. Las principales preguntas son las siguientes: ¢es el Ca®* solo capaz de activar
totaimente a los miofilamentos, o la activacién total involucra un estado potencial que requiere
de efectos de retroalimentacién de los puentes cruzados fuertemente unidos?, ¢ Cuéles son los
papeles de los efectos cooperativos de largo y corto alcance sobre la activacion? y, ¢cuantas
actinas hay bajo el control de una troponina?.

Algunos modelos predominantes sobre el proceso de la activacion incluyen (1) el clasico
modelo de 2 estados en el cual la activacién del Ca®* remueve un bloqueo estérico y en el cual
los puentes cruzados reaccionan con la actina de una forma “todo o nada® , (2) un modelo
altemativo de 2 estados en el cual el Ca®* regula un paso cinético en el recambio de los puentes
cruzados resultando en un mecanismo de activacion gradual y (3) un modelo de 3 estados en el
cual el Ca* interactua, directamente, para determinar cuantos puentes cruzados existen en un
grupo de puentes en estado bloqueado (apagado), e indirectamente, como un cofactor para
determinar la capacidad de los puentes cruzados débilmente unidos (estado apagado) para
inducir un estado encendido del complejo actina-Tm que lleva a formar puentes cruzados

fuertes. Estos modelos han contribuido de manera importante para la percepcion y
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entendimiento del proceso de activacion, pero se quedan cortos para considerarlos en
observaciones importantes encontradas en la literatura, especialmente las interacciones
cooperativas dentro y entre unidades funcionales.

Sin embargo, existen modelos de 3-estados altemativos y modelos multiestado que
incorporan las interacciones cooperativas entre los puentes cruzados unidos que se encuentran
en forma y la Troponina, e interacciones cooperativas entre los puentes cruzados y el complejo
Tn-Tm a lo largo del filamento delgado, y que son capaces de adaptar ambos efectos, el
estérico y el cinético de la activacion. Estos modelos derivan en parte de un trabajo en el cual
se reporté que la rigidez de la union del puente cruzado al filamento delgado induce un estado
potenciado de la actina dependiente de la Tm que se mide por el nivel de ATPasa. Ahora se
acepta de manera general que la union fuerte de los puentes cruzados incrementan la afinidad
de la TnC por el Ca**, la afinidad del filamento delgado por la miosina, y la cinética de transicién
de los puentes cruzados débiles al estado en que se genera fuerza. Los puentes cruzados
unidos fuertemente, parecen inducir un nuevo estado (potenciado) del complejo actina-Tm por
la alteracion de la actina, la induccién de movimientos en la Tm que va mas alla de la producida
por el Ca** solo, y la distorsion de la afinidad de unién de la Tn al filamento delgado. Estas
acciones de los puentes cruzados unidos fuertemente propagan la activaciéon en el filamento
delgado hacia unidades vecinas cercanas, lo mas probable es que ocuma a través de
interacciones entre actinas contiguas y Tm a lo largo del filamento delgado. Un modelo reciente
también sugiri6 que la cinética de recambio del puente cruzado, podia ser afectada por
variaciones en la solidez de las interacciones por retroalimentacion entre los puentes cruzados
transportadores de fuerza y la activacion. Estos nuevos modelos sugieren que los miofilamentos
pueden ser significativamente activados Gnicamente por el Ca®*, lo cual concuerda con los
grandes cambios estructurales del filamento delgado inducidos por el Ca*', pero también
indican que la activacion completa requiere de la reacciéon de los puentes cruzados fuertemente

unidos. Los miofilamentos en reposo pueden estar compuestos de puentes cruzados
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bloqueados (apagados) o débilmente unidos (cerrados). Mas aun, estas hipotesis también
consideran que la activacion de la generacion de fuerza puede ser determinada por el nivel de
transicion de los puentes cruzados desde un estado apagado a un estado bloqueado, hasta un
estado abierto, y que estos niveles cambian con la activacion. Una cuestion relacionada, es
cuantas actinas estan bajo el control de una troponina. Por consenso se determiné que pueden
ser por lo menos de 12 a 14 actinas, que es por lo menos el doble del niumero esperado de la
relacién estequiométrica de 1 Tn a 7 actinas % .

En resumen se piensa que durante un estado fisiolégico basal después de la liberacién
de Ca* hacia el espacio del miofilamento, Gnicamente una fraccién de los sitios para Ca** en la
Tn, estan ocupados. Estos complejos Ca®*-Tn activan una fraccion de unidades funcionales en
el filamento delgado. Esta fraccién puede ser ligeramente pequefia ya que 1 complejo Ca®*- Tn
puede convertirse hasta en 14 actinas. Es por esto que el complejo libera a los puentes
cruzados bloqueados y débilmente unidos de su estado inhibido. En consecuencia, |a union del
puente cruzado hace mas potente la activacion del flamento delgado, mas adn de lo que lo
hace el Ca®* solo. Este mecanismo también tiene una ventaja termodinamica al amplificar la
sefial de Ca** al miofilamento. En comparacién con el mecanismo por el cual la activacion
depende de la unién de Ca®* al miofilamento de una manera lineal, este mecanismo reduce el

costo energético del transporte de Ca** por el reticulo sarcoplésmico “9.

228 EL COMPLEJO Tn-Tm ADAPTA LA ACTIVIDAD DEL MIOFILAMENTO A LAS
DEMANDAS HEMODINAMICAS.

Una hipétesis es que la activacion y potenciacion de la actividad de los miofilamentos ,
estan acopladas para satisfacer las demandas hemodinamicas y la frecuencia de latido. Las
preguntas centrales para probar esta hipotesis son las siguientes: ¢ Es importante modular la
activacion y la potenciacion de la actividad del miofilamento para determinar la dindmica de

contraccion y relajacion del corazén?, si es asi, (Cudles son los mecanismos celulares y
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moleculares que permiten que los miofilamentos detecten los cambios en el retormno venoso, en
la presion arterial y en el ritmo cardiaco?, ¢ Cémo afectan esos mecanismos la dindmica de la
contraccién y relajacion del corazéon?.

Existe evidencia substancial de que las propiedades cinéticas de los miofilamentos
afectan la dindmica de la contraccién y relajacion cardiacas. Podrian estar involucrados 2 pasos
principales, 1) la velocidad en que se lleva a cabo el ciclo de los puentes cruzados, y 2) la
cinética de activacion y potenciacién de la actividad del filamento delgado, incluyendo las
velocidades de unién del Ca®y su liberacién de la Tn. Los cambios en las poblaciones de las
isoformas de la miosina ventricular lenta y rapida son bien conocidos y generalmente se
aceptan como elementos determinantes en las velocidades de contraccién y relajacién del
corazébn. Aun asi, también hay evidencia de que la cinética de los procesos del filamento
delgado es capaz de afectar la dinamica de contraccién y relajacién. Se tienen resultados
experimentales que generan evidencia indirecta de que la cinética de contraccién y relajaciéon
podria estar afectada por cambios en la cinética de activacibn y desactivacién de los
miofilamentos, ademas de los cambios en la cinética de los puentes cruzados. Resulta
interesante el hecho de que también existe evidencia de que los cambios en la cinética de union
del Ca®* a la TnC, puede infiuir en la velocidad en la que se desarrolla la energia en los puentes
cruzados. Se ha reportado que el aumento en la afinidad del Ca** para unirse a la TnCmr
inducida por calmidazolium, el cual actiia especificamente sobre la TnC, también resulté en un
aumento en la cinética de union del puente cruzado. Los mecanismos predominantes por los
cuales los pasos en los procesos de activacion y potenciacion de los miofilamentos cardiacos
pudieran estar acoplados para satisfacer un estado hemodinamico y la frecuencia de latido,
incluyen: 1) un acoplamiento dado por el estado neurohumoral, como se sefiala a través de las
rutas de la proteina-cinasa/fosfatasa y la fosforilacién de las proteinas, y 2) un acoplamiento

dado por el esfuerzo mecénico predominante, como se sefiala por la carga y la longitud “* .
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2.2.8.1 La fosforilacién de las proteinas modula la activacién de los miofilamentos.

Un mecanismo por el cual los miofilamentos participan en los procesos de seiializacion
que ocurren con los cambios hemodinamicos, es la fosforilacion de las proteinas. Las proteinas
de los miofilamentos son substratos para la PKA, PKC, proteina-cinasa dependiente de la union
de Ca®-calmodulina, y cinasas similares a la caseina-cinasa. Con estudios in vitro, se han
identificado muchos de los cambios funcionales asociados a la fosforilacion de estas proteinas
del miofilamento ®” | aunque el impacto exacto de estas alteraciones funcionales en el estado
inotrépico y en la dinamica de contraccién y relajacién, permanece pobremente entendido. El
problema principal al cual va dirigida esta cuestion, es que la manipulacién del nivel de
fosforilacion del miofilamento, involucra cambios en la fosforilacion de otras proteinas con
funcionalidad significativa. Mas aun, la fosforilacion en multiples sitios de una proteina particular
también complica los estudios de los mecanismos.

Una de las rutas para sefializacién potencialmente significativa, es la fosforilacion de los
miofilamentos por la PKA @7 . Esta proteina fosforila a la cTnl y a la ¢cTnC, que son las Unicas
proteinas del miofilamento que son fosforiladas por la PKA in vitro y por un estimulo B-
adrenérgico del corazoén in situ. La propuesta de que las fosforilaciones de la cTnl, se pueden
relacionar con el efecto relajante de las catecolaminas, proviene de datos que demuestran que
las fosforilaciones de la cTnl dependientes de PKA, reducen la sensibilidad del miofilamento al
Ca®* y aumentan la velocidad de disociacién para el intercambio de Ca** con la cTnC. Al
intercambiar cTnl intacta por la cTnl mutante que carece del sitio de fosforilacion para la PKA,
se demostré que la fosforilacion de la cTnl por la PKA es necesaria y suficiente para inducir la
disminucién de la sensibilidad por el Ca** en la actividad del miofilamento.

Existe también evidencia controversial sobre si la fosforilacion dependiente de PKA en el
miofilamento, afecta el ciclo de un puente cruzado. Hay quienes reportan que hay un aumento

en el ciclo de los puentes cruzados, y hay quienes no encuentran ningun efecto “% .
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2.2.8.2 La activacién de los miofilamentos depende de la longitud del sarcémero y de la
carga sanguinea.

El control por retroalimentacion de la activacion del miofilamento dada por las
conexiones de los puentes cruzados, provee de un mecanismo por el cual la funcién cardiaca
debe de estar adecuada para satisfacer las condiciones hemodinamicas que determinan la
precarga y la post-carga. Las variaciones en el nimero de puentes cruzados que reaccionan
con el filamento delgado se dan en funcion de la longitud del sarcomero (el traslape de los
filamentos y el espacio entre los mismos) y como una funcién de la velocidad de acortamiento.
La activacion del miofilamento dependiente de la longitud es determinante importante de la
relacion longitud-tension y es actualmente la teoria que domina las bases celulares de la ley de
Starling. En experimentos con preparaciones intactas y con células cardiacas extraidas con
detergentes, se da demostrado que a longitudes del sarcomero relativamente cortas, la relacion
pCa-fuerza, se inclina hacia la derecha de la relacién obtenida cuando la longitud del sarcémero
es mas larga. En el caso de la activacién dependiente de la longitud esta es una propiedad
general del musculo estriado, pero predomina especialmente en las células cardiacas que
operan por debajo de su activacion maxima. La consecuencia es que la fuerza disminuye mas
rapidamente de como disminuiria por el cambio en el traslape de los filamentos, como también
disminuye la longitud del sarcomero desde un valor éptimo de ~ 2.2 pm. Aln es controversial el
hecho de que la fuerza relativa que desarrollan los miofilamentos se hace menos sensible al
Ca?* mientras la longitud del sarcémero disminuye. Una hipotesis es que la cTnC es un “sensor
de longitud”. Esta teoria se basa en experimentos en los cuales el intercambio de ¢cTnC con
TnCmr dot6é de células cardiacas que fueron extraidas con un detergente, cuya activacion
dependia de la disminucién de su longitud, caracteristica que presumiblemente pertenece a las
fibras de musculo esquelético lento. Estudios complementarios con éstas fibras, en las cuales
se intercambié la TnCmr por la cTnC se observé el efecto opuesto, pero las mediciones

requeridas se hicieron a una fuerza iénica por debajo de la fisiolégica “* .
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Otro aspecto (ademas de si la cTnC funciona como sensor de longitud) es si existe en
primer lugar, una diferencia en la activacién dependiente de la longitud entre los miofilamentos
de muasculo rapido y musculo cardiaco. Hay una necesidad de hacer comparaciones bien
controladas que tomen en cuenta los niveles de fosforilacién de proteinas y los perfiles de sus
isoformas. Hasta que se hagan dichas comparaciones con miofilamentos de musculo cardiaco,
musculo esquelético rapido y musculo esquelético lento, sera dificil llegar a conclusiones
definitivas referentes a los mecanismos de la activacién dependiente de la longitud.

En cualquier caso, se cree que mientras la cTnC pueda participar de manera especial en
la dependencia de las activacion, particularmente si algunas de las isoformas de sus proteinas
vecinas en el filamento delgado cambia, sera menos probable que la cTnC sea el sensor de
longitud en el musculo estriado. Existen mecanismos mas complicados que parecen estar
involucrados, como se revela en estudios en los que se compara una activacion dependiente de
la longitud entre miofilamentos cardiacos y de musculo lento, los cuales contienen las mismas
isoformas de TnC, de cadena pesada y cadena ligera de miosina. Ambos tipos musculares
muestran una activacion dependiente de la longitud, pero solo las preparaciones de musculo
cardiaco muestran un cambio en la afinidad de la TnC por el Ca** relacionado con la longitud.

Una hipétesis unificada acerca de la activaciéon dependiente de la longitud, es que un
cambio en la longitud del sarcomero a un volumen constante, involucra un cambio en el espacio
entre filamentos, el cual modula la capacidad de los puentes cruzados para reaccionar con los
filamentos delgados a la misma concentracién iénica de Ca*. El mecanismo para diferenciar los
efectos de la longitud sobre la activacion entre las fibras de musculo rapido y musculo lento
parece que se debe mas bien a las diferencias en la habilidad de los puentes cruzados fuertes
para producir efectos de retroalimentacién y cooperativamente afectar la activacion de los
miofilamentos. Las diferencias estructurales y funcionales entre las proteinas del filamento
delgado, especialmente Tnl, TnT y/o Tm, pueden determinar la habilidad de los puentes

cruzados unidos fuertemente para influenciar la unién TnC-Ca** o para potenciar a los
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miofilamentos y, por lo tanto, influenciar la probabilidad de que los puentes cruzados cambiaran
de un estado de unién bloqueada o débil a uno de unién fuerte mientras el espacio entre
filamentos cambia “? .

Se han presentado datos que sugieren que la fosforilacion de la Tnl juega un papel en el
caso de la activacién dependiente de la longitud. Esto ocurre cuando se provoca el efecto de
eliminar la sensibilidad a los miofilamentos con un tratamiento mas prolongado con
isoproterenol, conforme mas corto es el miofilamento, en ciertas preparaciones en las cuales se
midié el Ca®* intracelular “" . Después de dar dio el tratamiento con isoproterenol, el cambio
dependiente de la longitud en la relacion Ca*-tensién se vio amplificado. Aunque no esta
claramente definido, parece probable que el estado de fosforilacion de la cTnl, mas que la TnC,

fue el responsable del efecto “? .

63



3. TROPONINA | CARDIACA E ISQUEMIA DE MIOCARDIO

3.1 CINETICA DE LA TROPONINA |

La palabra isquemia la introdujo Rudolf Virchow para indicar la dificultad en el aporte de
sangre con aumento de resistencia el influjo a los tejidos. Isquemia es una palabra latina
derivada del griego 1oyetv que significa detener, mas aupa, que significa sangre. La isquemia
hay que entenderla en términos relativos, por lo que Braunwald la define como un desequilibrio

entre oferta y demanda de oxigeno “2) (Figura 3.1).

DEMANDA DE OXIGENO EQUILIBRIO FLUJO CORONARIO

Figura 3.1 lsquemia concebida como desequilibrio entre oferta y demanda de Oxigenc*?

Desde el punto de vista metabdlico una definicion mas estricta es la de Robert Ferrari,
que la considera como una condicién en la que el flujo coronario es incapaz de proporcionar
oxigeno en cantidad suficiente para sostener la oxigenacion mitocondrial. Hearse define la
isquemia bioquimica como la condicién en que el flujo coronario es inadecuado para mantener
un estado estacionario del metabolismo, lo cual quiere decir que cuando el estado estacionario
se deteriora aumenta la entropia y disminuye la energia (Segunda ley de la termodinamica),

entrando en un ciclo progresivo de la organizacién que termina en la muerte celular “?.
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El efecto de la isquemia se manifiesta sobre el érgano diana que es el musculo cardiaco,
responsable absoluto y protagonista de todas y cada una de las manifestaciones de la
isquemia: efectos metabdlicos, efectos mecéanicos sobre la funcién ventricular (primero la
funciéon diastdlica y luego la sistdlica) , fenémenos eléctricos (isquemia, lesion, necrosis,
arritmias) y por fin, consecuencias clinicas, la angina como manifestacion visible de un gran

iceberg “? (Figura 3.2).
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Figura 3.2. Diversas manifestaciones de la isquemia cardiaca siendo el misculo la diana de la circulacién coronaria™®.

Los efectos metabdlicos son las primeros en aparecer, inhibiéndose la fosforilacion
oxidativa y, por lo tanto, la formacion de ATP, sustituyéndose la glucdlisis aerobia a través del
ciclo de Krebs, por la anaerobia. Como resultado, disminuye el ATP y el acido pinivico, al
suprimirse el ciclo de Krebs se reduce a acido lactico como unico aceptor de H'* y fuente de
ATP. La produccion de acido lactico por el musculo cardiaco isquémico se puede detectar
clinicamente por medio del cateterismo del seno coronario y es el primer signo de isquemia
antes o simultaneo con las alteraciones mecanicas, eléctricas y mucho antes que el dolor.

Muchas definiciones de la isquemia estan basadas en este hecho. Por ejemplo, Kloner define la
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isquemia como una reduccion del flujo coronario hasta alcanzar el punto en que el metabolismo
miocardico cambia de aerobio a anaerobio o Jenning y Reimor que definen la isquemia como un
estado en que el flujo arterial al miocardio es insuficiente para proporcionar suficiente oxigeno
para evitar que el metabolismo energético celular varie de la respiracion aerébica a la glucélisis
anaerobia “?2.

Sin embargo, el aumento del acido lactico local y del nimero de protones (H"),
disminuye el pH y se detiene la glucdlisis a nivel de la fructosa-6-fosfato, con lo que se
interrumpe también la glucélisis anaerobia (Figura 3.3). También aumentan el fésforo inorganico
y otros productos de la hidrélisis de los nucleétidos de adenina del ATP. Como consecuencia de
todo ello se altera la pemmeabilidad del sarcolema, seguramente con la colaboracion de
radicales libres de oxigeno como el superoxido (¢0O;), el peroxido de hidrégeno (H:0,) y el
radical hidroxilo (¢OH) . Al desnaturalizarse el sarcolema se pierde K' y aumenta la entrada de
Na' y de Ca ** a favor del gradiente de concentracion y se crea una “carga osmolar” que
produce edema celular con ruptura del sarcolema. Precisamente esta carga osmolar es la
caracteristica que diferencia la isquemia miocardica de la hipoxia experimental o clinica en que
la perfusién normal permite el lavado de electrélitos y productos de desecho. La disrupcién del
sarcolema puede seialar en el miocito el paso al punto de no retomo. Este punto de no retomo
marca el limite entre la fase reversible e ireversible de la isquemia. La fase irreversible es la
muerte celular del infarto de miocardio. Por otra parte, el aumento del calcio intracelular
conduce a la calcinosis mitocondrial. La entrada masiva del calcio en las mitocondrias,
utilizando la fuerza protomotriz suprime la produccién de ATP y conduce a necrosis tisular “2 .

El término Sindrome Coronario Agudo (SCA) comprende un espectro de pacientes que
se presentan con dolor toracico y otros sintomas, causados por la isquemia miocardica. Es de
gran importancia la identificaciébn y estratificacion del riesgo del paciente que amerita
hospitalizacién con éste sindrome, con el fin de iniciar la terapéutica médica e identificar los

pacientes susceptibles de revascularizacion inmediata o selectiva (angioplastia con balén,
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colocacion de anillos o stent o revascularizacion quirirgica: cirugia de bypass o puentes

aortocoronarios % .
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Figura 3.3. Glucdlisis

La unificacion de las manifestaciones clinicas de la enfermedad coronaria bajo el término
de Sindromes coronarios agudos refleja el mecanismo fisiopatoléogico de su produccion
caracterizada por la erosion, fisura o ruptura de la placa ateroesclerética, con la exposicion de
su contenido al torrente sanguineo y la subsiguiente trombosis intravascular, con el resultado
final del compromiso del flujo coronario. Dependiendo de la evolucion del paciente, de la
presencia o ausencia de obstruccion mecanica por la placa y su contenido, asi como la
extension y tamario del trombo y la presencia o no de circulacion colateral, se produciran
diferentes manifestaciones de la enfermedad isquémica aguda del corazén que van desde la

angina inestable @ hasta el infarto agudo del miocardio con o sin elevacion del segmento ST.
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Sabemos que la génesis de la ateroesclerosis, esta relacionada con la inflamacion: la
presencia de células inflamatorias es fundamental para transformar una placa estable en
inestable (Figura 3.4). Se ha demostrado que, desde el desarrollo de la estria grasa (en la pared
vascular de nifios) existe una reaccién inflamatoria en la que intervienen macréfagos y linfocitos
T; estas células de la placa ateroesclerética van a desplazar a las células musculares lisas. La
inflamacién recurrente, la disfuncién endotelial, la modificacion de las lipoproteinas de baja
densidad y la formacién de radicales libres van a participar en la formacién de la placa
ateroesclerética. Los factores de riesgo que van a intervenir en la disfuncién del endotelio:
diabetes, hipertension, tabaquismo, homocisteina e infecciones por microorganismos
contribuyen a la formacion de la placa. Otros factores como son el flujo turbulento, estrés de la
pared (factores reoldgicos) dan lugar a la disposicion mas frecuente de las placas
ateroesclerdticas en ramas y bifurcaciones dentro del arbol vascular, donde se produce el
actimulo de células inflamatorias y linfocitos T “® . Existen datos relevantes que confirman el
papel de la inflamacion en el desarrollo del SCA. La inflamacién de la placa cause la secrecion
de citosinas, como la IL-1, IL-6, el interferén, el FNT-a que aumenta la secrecion del factor
tisular que va a provocar el comienzo de la via extrinseca de la coagulacién sanguinea. El factor
tisular se sintetiza tanto localmente en las células apoptéticas de la placa ateroesclerédtica como
en los monocitos circulantes, dando lugar a una situacion general de potencial trombogenicidad.
Por lo tanto, la determinacién de marcadores inflamatorios, como la proteina C reactiva (PCR),
la cual es bien conocida como proteina de fase aguda ha sido objeto de multiples andlisis en
relacién con su papel en la enfermedad coronaria (Figura 3.5).

El cuadro clinico puede clasificarse en I1AM o Al. Basados en el ECG inicial, se puede
subclasificar al paciente como : aquellos con elevacién del segmento ST comresponden a IAM,
los cuales seran candidatos a la terapia de reperfusién y los pacientes con depresion del

segmento ST o sin cambios en el ECG, los cuales deberan ser sujetos a la evaluacion de
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Formaciin de la célula espumosa (estria grasa)

Figura 3.4. Formacién de ka célula espumosa, mahwﬂam Oxidacion parcial y total de la lipoproteina LDL y su
endocitosis por el macréfago, que es un menocito transformado “?

Figura 3.5. Cascada de la coagulacion “?,
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marcadores séricos de necrosis miocardica (enzimas cardiacas). Aquellos que tengan valores
séricos elevados de enzimas cardiacas se clasifican como portadores de IAM no Q, mientras
que los que tengan valores enzimaticos normales, se clasifican como portadores de Al o
portadores de dolor toracico de causas no cardiacas. Estos Gltimos deben seguir otro tipo de
evaluacién de acuerdo a su cuadro clinico. A la vez la Al puede subclasificarse con objetivos
prondsticos, de acuerdo a la clasificacién propuesta por Braunwald en 1989 “4Y*)

En el SCA se van a producir diferentes grados de dafio miocardico con la consiguiente
repercusion en el pronéstico. Los datos clinicos y electrocardiograficos lamentablemente tienen
limitaciones siendo en ocasiones equivocos por lo que el complemento diagnostico de los
marcadores séricos sera determinante “¥ .

Hace 13 aiios la cTnl se introdujo como un marcador de IAM. Se ha probado que es uno
de los marcadores mas especificos y sensibles de IAM, de infarto al miocardio posterior a una
cirugia, contusién cardiaca y otros tipos de dafio al tejido miocardico. Aunque la cTnl ha sido
utilizada como un marcador de IAM por mas de una década y varios ensayos comerciales
estan disponibles, alin quedan muchas preguntas importantes sin contestar. La pregunta mas
importante que es de gran relevancia para el desarmollo y calibracién de los ensayos es: ¢, Cémo
es liberada la cTnl a la circulacién sanguinea?. Por ejemplo, se sabe que la cTnl es altamente
susceptible a la protedlisis, entonces: a) ¢ qué es lo que mide el inmunoensayo, la molécula
completa o los productos de degradacion proteolitica?, b) ¢cudl es el tiempo de vida medio de
la cTnl en la circulacién sanguinea?, c) se ha demostrado que la cTnl se fosforila por
proteincinasas dependientes de fosfolipidos-calcio. La fosforilacion de Ser-23 y Ser-24 cambia
la conformacién de la molécula de Tnl y esto afecta su interaccion con ciertos anticuerpos
monoclonales. Pero ain se desconoce si la cTnl se libera en forma fosforilada o desfosforilada,
d) La cTnl humana contiene 2 residuos Cys (Cys-80 y Cys 97) y la oxidacion de los grupos SH
de Tnl afecta su interaccion con otros componentes de la troponina y también puede interferir

con su union a los anticuerpos monoclonales.
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Aleksei G. Katrukha y colaboradores analizaron la cTnl en el suero de pacientes con IAM
contra un panel muy grande de anticuerpos monoclonales dirigidos contra cTnl purificada y
encontraron que la forma predominante de cTnl circula en forma no libre, pero si en forma de
complejos “®

Posteriormente estos autores demuestran que durante la incubacién tanto en tejido
cardiaco con necrosis como en suero, la cTnl sufre rapida protedlisis y que los diferentes
fragmentos tienen diferentes estabilidades. La region mas resistente a la protedlisis es la
localizada entre los aminoacidos 30 y 110 “7.

Alan H. Wu y colaboradores examinaron la liberacién de cTnT y cTnl en la sangre de
pacientes con IAM. Utilizando ensayos comerciales para cTnT y cTnl encontraron que la
troponina se libera en la sangre como un complejo temario de cTnT-I-C, un complejo binario de
cTnl-C y cTnT libre. Las muestras de suero se analizaron después de incubacién con EDTA y
heparina. El EDTA rompe los complejos de troponina en subunidades individuales, mientras que
la heparina no tiene este efecto. Demostraron que hay diferencias en los resultados absolutos
de cTnl debida a la falta de estandarizacion y a la heterogeneidad de la reactividad cruzada de
los anticuerpos a varias formas de troponina | “® .

Katrukha y colaboradores evaluaron 6 diferentes formas de cTnl “9 :

1. Troponina |, purificada de tejido cardiaco humano.

2. Troponina | cardiaca humana (recombinante).

3. Complejo humano cTnl-TnC (recombinante).

4. Complejo temario cTnl-cTnT-TnC (recombinante).

5. Complejo temario humano cTnl-cTnT-TnC.

6. Complejo de troponina nativa.

Estos antigenos se utilizaron para calibrar los ensayos disponibles en el mercado:
AXSYM ®, IMMUNO 1, OPUS™ MAGNUM, DIMENSION®, ACCESS® y InnoTrac OY y

obtuvieron los siguientes resultados: (Tabla 3.1)
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Tabla 3.1. Medicion de las diferentes formas de ¢Tnl (32 pg/L) con diferentes ensayos para cTnl

(Con calibradores de los fabricantes)

Antigeno/Ensayo Ensayo 1 Ensayo 2 Ensayo 3 Ensayo 4 Ensayo 5 Ensayo 6
cTnl 67.2 03 382 08 »2 1125
cTnl rec 404 19.6 349 139 455 410
LC rec 288 341 270 137 145 162.2
I-T-C rec 440 603 501 215 2886 258
I-T-C in vitro =6 700 579 494 B3 2485
|-T-C nativa 70.4 161.2 59 403 17.3 436

La troponina | y T cardiacas se encuentran elevadas por muchos dias después del IAM,

como resultado de una degradacion lenta y gradual de las miofibrillas. La cinética de liberacién

de cTnT y de cTnl difiere ligeramente. Como se muestra en la Figura 6, la liberacion de cTnT es

bifasica, mientras que la liberacién de cTnl es monofasica @ .

Troponina
cardiaca

Liberacién de troponina
después de un IAM
cTnT
cTnl
Figura 3.8. Liberacion de la troponina T
cardiaca y de la troponina | cardiaca
después de un IAM.
T T T T
0 2 4 6 B
Tiempo (dias)
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Bertinchant y colaboradores estudiaron la cinética de liberacién de la cTnl en daiio

miocardico isquémico y sus resultados se muestran en la tabla 3.2 .

Tabla 3.2. Cinética de liberacién de la cTnl en 48 pacientes con
Infarto Agudo de Miocardio
Valor de corte cTnl (0.1 pglL)

Tiempo hasta el primer Incremento en piasma (h) 4(2-75)
Tiempo para el valor pico(h) 12.75(8.15-28)
Tiempo transcurrido hasta regresar al valor normal (h) 170 (88.5-242.2)
Magnitud del incremento 119 (22-1333)
Taza de incremento 1.23(0.2-19.8)
Porcentaje (pico) 26.7 (1.2381)
La primera aparicién en sangre, el tiempo de los valores pico y el tiempo para

m%&mL;.MTmamm-(mm w:
basal)/(tiempo al valor pico - tiempo al valor basal). Porcentaje de incremento =
(valor pico — valor basal)/ valor basal,

La isquemia/reperfusion presenta un espectro de dafio desde dafio reversible con
isquemia media hasta necrosis celular ireversible con isquemia severa. La identificacién de
proteinas modificadas durante la isquemia/reperfusion es fundamental para entender los
procesos patolégicos involucrados. Varios estudios han demostrado que las proteinas de los
miofilamentos, incluyendo el complejo de troponina, son degradadas o modificadas bajo la
isquemia/reperfusion y diferentes modelos de dafio isquémico (por ejemplo oclusion de la
arteria coronaria, isquemia global, perfusion de Langerdorff y otras combinaciones). Las
proteinas reguladoras de los miofilamentos y las proteinas estructurales del citoesqueleto son
susceptibles de ruptura o pérdida bajo isquemia/reperfusion. La isquemia/reperfusion media
provoca la ruptura de los microtibulos, dando lugar a lesiones con pérdida de desmina, a-actina
y espectrina. Las proteinas contractiles actina, miosina , tropomiosina y TnT se liberan

totaimente del tejido del ventriculo izquierdo durante la isquemia (tabla 3.3). En especial la Tnl
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se ha demostrado que se sujeta a proteélisis durante la isquemia y la isquemia/reperfusion *2”

53).

Jasoén y colaboradores encontraron que la modificacion selectiva de la Tnl es en parte
responsable de la disfuncion contractil observada en dafo miocardico por isquemia/reperfusion.
Aislaron y caracterizaron productos modificados de Tnl de corazén de rata después de 0, 150
60 minutos de isquemia seguido de 45 minutos de reperfusion. La Tnl cardiaca de rata
progresivamente se degradé desde residuos de 210 aminodcidos a residuos de 1-193, 63-193 y
73-193 al incrementar la severidad del dafio. La degradacion es acompaiada por la formacion
de complejos covalentes entre Tnl (1-193) y respectivamente, TnC (1-94) y TnT (191-298). Los
complejos covalentes son probablemente el resultado de la formacion de un puente isopéptido
entre la lisina 193 de Tnl y la glutamina 191 de TnT por la enzima transglutaminasa. (Figura
3.7). Durante a isquemia severa, la necrosis celular libera Tnl (1-193) en el efluente de la
reperfusion y degradacion de TnT en el miocardio (productos de 25, 27 y 33 KDa). Demostraron
ademdas que la fosforilacion de Tnl previene la degradacion inducida por la isquemia.
Finalmente proponen un modelo de daiio isquemia/reperfusion en el cual la magnitud de la

actividad proteolitica y de la transglutaminasa determina si se lleva a cabo necrosis celular o

apoptosis 2.
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Tabla 3.3. Alteracién progresiva de la Tnl con el incremento en la severidad de la isquemia 62

m"”‘“”’" Porcentaje de Tni total de tejido de ventriculo izquierdo
73 1546 073
Complejos covalentes 0 16.9% 31 %
Tnirc 94.4% 52.2% %.3%
Productos de degradacién de Thnirc
= 22kDa 5.6% 24.1% 21.3%
~16kDa 0 ) 15.1%
~ 15 kDa o] (4] 17.2%

Producte modificade de Tnl inducide por Diagrama representative

Isquemia
cTnl de rata (cTnir)intacta 1 210
¥ 193
Complejo  covalente de cTnlr 1-193 / cTnTr = —
191.298 !
191 208
i 63
Complejo covalente de cTnir 1-193 / cTnCr . 1$
194 ]
| s A L A i +—
]
cTnir 1193 [I ls:i
cTnir 63193 "-z ] _-_ 9
cTnlr 73.193 2 193

Figura 3.7. Productos modificados de la cTnl inducidos por la isquemia. Los productos inducidos por ka isquemia
estén descritos por barras, en donde la longitud de la barra indica el nimero de residuos aminodcidos. La Tnl
esta representada por barras blancas, la TnC esta representada por una barma sombreada y la TnT esta represen-
tada por la barra con rayas diagonales. Las lineas verticales indican el lugar donde se une el isopéptido putativo
formando los complejos covalentes. La Tnl iniciaimente sufre protediisis en el extremo C-terminal bajo la isquemia
media en los aminodcidos 1-193, fragmento que se compleja covalentemente con los residuos 1-94ed cTnC y
191-296 de cTnT. La isquemia mas severa resulta en la pérdida de los complejos covalentes y en la protediisis
deulw1-1mathmr.uMthMWahmmym

en contra de la degradacion .
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3.2 COMPORTAMIENTO DE LA cTnl EN ISQUEMIA CARDIACA

Se dice que hay necrosis miocardica cuando la concentracion maxima de cTnT o de
cTnl excede el limite de decision (99% de los valores de un grupo control de referencia) en por
lo menos una ocasién durante las primeras 24 horas después de un evento clinico indicado **?
). Es importante notar que los pacientes pueden tener un episodio de microinfarto donde la
medicién de cTnT o cTnl exceda el limite de decisién y ain el ensayo de masa de CKMB
permanezca en el rango normal. Se estima que cerca de una tercera parte de los pacientes que
se presentan sin elevacién del segmento ST quienes previamente habrian sido diagnosticados
con Al basandose en el valor normal de CKMB, ahora son diagnosticados como pacientes con
IM sin elevacion del segmento ST gracias a los niveles detectables de troponina ©® .

Recientemente se ha sugerido que la especificidad de la cTnl es mayor que la de la
cTnT. No hay un incremento de resultados falsos-positivos en pacientes con dafio en musculo
esquelético o después de un esfuerzo grande. En realidad, la sensibilidad es comparable pero
su especificidad es mayor que la de la CKMB para necrosis miocardica. Mas aun, la cTnl
provee de informacién progndstica para la identificacién temprana de pacientes con alto riesgo
de muerte posterior a IAM ©7,

En un estudio *” se encontré que la cTnl sérica es mas alta en pacientes con Al que en
pacientes con AE y pacientes normales pero la misma proteina no se incrementa en los casos
de AE con respecto a los controles sanos. El incremento de los valores de cTnl en casos de
pacientes con Al se asocia con una mayor duracién de los sintomas antes de la admision en el
hospital y con complicaciones mas frecuentes a lo largo de la enfermedad aguda. Se ha
reportado que en pacientes con Al estan presenten unas oclusiones de arterias intramiocardicas
pequefias y areas focales de necrosis miocardica las cuales no fueron detectadas con los
marcadores séricos convencionales. En estos pacientes es posible que se haya dado un IAM no

detectado en la misma semana del evento o antes de la admision a la unidad de cuidados
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coronarios. Por tanto, el incremento de cTnl en sangre refleja una detecciéon muy sensible de
menores cantidades de necrosis miocardica. Por ofro lado la concentracion de cTnl en el
miocardio es 13 veces mas alta que la concentracién de CKMB: por esto, el incremento
absoluto en la concentracién sanguinea por unidad de tejido dafiado es mas pronunciada.
Ademas, el rango normal de referencia es, por mucho, mas estrecho para la cTnl que para la
CKMB, aun un pequefio incremento en los niveles circulantes de la proteina pueden inducir la
elevacion por encima de los limites de referencia convencionales. Al contrario del IAM, en los
pacientes con Angina no se encontraron similitudes en los niveles circulantes de cTnl con
respecto a las diferentes caracteristicas epidemiolégicas y parametros clinicos de los sujetos
investigados.

En este estudio se concluyo que el hallazgo de que la concentracion de cTnl es mas alta
en casos de Al que en casos de AE sugiere que en el primer grupo pueden haber areas focales
de necrosis miocardica que no son detectables usando marcadores bioquimicos
convencionales. Estos datos demuestran la utilidad de realizar ensayos para cTnl circulante en
pacientes afectados con sindrome isquémico coronario agudo.

En otro estudio sobre el efecto que la isquemia tiene sobre la concentracion de cTnl
se indica que un alto porcentaje de pacientes que presentan Al también muestran evidencia de
dano miocardico. Muchos apoyan que estos pacientes deben de ser diagnosticados con IAM.
Los médicos que se enfrentan a estos casos no estan seguros de si la liberacién de troponina
indica dario miocardico o si esta se da solo cuando se presenta la isquemia miocardica sola. El
estudio indica que la manera actual de categorizar a los pacientes dentro del grupo de
pacientes con isquemia y el grupo de pacientes con infarto es la apropiada cuando se utiliza la
troponina cardiaca (no se diferencia entre troponina | o T). Segun este estudio los pacientes que
solo presentan isquemia no deben de tener ni incrementos sutiles. El incremento sutil de las
troponinas cardiacas como marcadores no se debe de esperar como respuesta a una isquemia.

Los datos obtenidos en este estudio sugieren que la evocacion de una isquemia regional no
77



genera la liberacion o protedlisis de la troponina. En conjunto con las datos de la Sociedad
Europea de cardiologia y el Colegio Americano de Cardiologia los datos de este estudio
sugieren que los pacientes con elevacion en la concentracién de troponina deben de ser
diagnosticados como pacientes que presentan dafo miocardico, también sugieren que un
incremento menor por debajo del nivel usado para diagnosticar dafio miocardico debe de ser
significativo, ya que los pacientes que solo presentan isquemia no deben de presentar
elevaciones minimas. Los resultados sacados de este estudio indican que para propositos
clinicos el aumento detectable de troponina no se da cuando solo hay isquemia a menos que

exista un componente de daiio cardiaco.
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4. OTRAS CONDICIONES CLINICAS QUE AFECTAN LA

CONCENTRACION DE cTnl

Las elevaciones sin explicacion de las troponinas son extremadamente raras pero
pueden causar confusién algunas veces. Una elevacion de la troponina refleja necrosis celular
del miocardio en forma irreversible. Se han descrito valores anormales de las troponinas en
condiciones tales como la miocarditis, embolia pulmonar, fracaso cardiaco agudo, shock séptico
y como resultado de la administracion de farmacos cardiotéxicos, asi como después de
procesos terapéuticos como la angioplastia coronaria, ablacién electrofisiolégica o
cardioconversion eléctrica.

En el escenario de la sala de urgencias, la embolia pulmonar y la perimiocarditis
representan el diagnéstico diferencial mas importante asociado a troponinas elevadas ® .

En la embolia aguda, las troponinas se elevan probablemente debido a la sobrecarga
aguda del corazén derecho. El mecanismo propuesto es que el dafio del miocardio y la
liberacion de cTnT en pacientes con embolia pulmonar es diferente al de los pacientes con
sindrome coronario agudo pero sin embolia pulmonar, ya que la cTnT en los pacientes con
embolia pulmonar se origina del pool citoplasmético o que la troponina se libere por isquemia
del miocardio reversible o irreversible ® .

En miocarditis confirmada por histologia, las troponinas regularmente se elevan, pero
también se elevan en la mitad de los pacientes con sospecha clinica de miocarditis. Es
interesante subrayar que las elevaciones de cTnl no correlacionan con la severidad histologica
de miocarditis. Hay varias explicaciones posibles para estos hallazgos. La cinética del dafio de
los miocitos es prolongada, haciendo dificil la seleccion ideal del intervalo de muestreo tanto
para la biopsia endomiocardica como para la medicion de cTnl. En la actualidad, la biopsia
endomiocardica es la prueba estandar para el diagnéstico de miocarditis. Su limitante es la

pequeiia cantidad de tejido que puede ser obtenida, la cual es particularmente importante para
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detectar necrosis del miocito cardiaco. Es pobable que pruebas sensibles especificas ara
detectar dafo de los miocitos, tales como la cTnT, podria ayudar al diagnéstico de la
miocarditis " .

En aquellos pacientes con severa disfuncién renal, se ha encontrado que tanto la
troponina T como la troponina |, se encuentran elevadas sin que se presente dafio miocardico.
La raz6én de estas elevaciones no ha sido explicada convenientemente, la reexpresion de las
isoformas cardiacas en el miusculo esquelético se ha excluido por diferentes andlisis e
investigadores. La explicacién mas convincente es la pérdida de la integridad de la membrana y
constante flujo desde el pool de troponina del citoplasma, asi como el dafio en la excrecién
renal, lo que sinérgicamente contribuye a la elevacion de la cTnl. el pool de troponina en el
citoplasma en forma libre y el alto peso molecular puede explicar porque la troponina T se
encuentra elevada mas frecuentemente que la troponina |. 952537849

En pacientes con cirmosis hepatica se han encontrado niveles elevados de cTnl, con
valores anormales de CK-MB. Los niveles de cTnl elevados se relacionaron con la disfunciéon
del indice volumen-latido y disminucién de la masa ventricular izquierda, pero no con la
severidad de la cirrosis ©" .

La ablacién con radiofrecuencia ha demostrado ser una opcién curativa altamente
efectiva en el tratamiento de mudltiples arritmias. Se sabe que tras la ablacion con
radiofrecuencia es posible detectar en algunos pacientes elevaciones de la actividad de la
creatin cinasa, en general leves, y que dependen del tipo de ablacion efectuada, asi como del
numero de aplicaciones efectuadas. El mecanismo primario de la lesién miocdardica producida
durante la ablacién con radiofrecuencia es témico. Tras la ablacién endocardica por
radiofrecuencia se produce una lesién tisular que da lugar a la liberacién de marcadores de
lesion miocardico. De estos marcadores el mas sensible es la cTnl, que incluso es capaz de
detectar lesiones mas pequefias, lo que no sucede con el resto de los marcadores. El hecho de

que la cTnl alcance un pico de liberacién a las 8 horas post-ablacién, nos lleva a sugerir que la
80



determinacion de cTnl durante el pico deberia de ser una practica clinica rutinaria tras cada
procedimiento de ablacién, como medida preventiva precoz de la aparicion de episodios
isquémicos peri o post-ablacién, asi como para evaluar la cuantia de la lesién miocdrdica
producida mediante esta técnica .

Shmuel y colaboradores ® examinaron el significado pronéstico de los niveles de
troponinal después de intervenciones coronarias basadas en cateterismo en arterias coronarias
y lesiones de injerto de la vena safena. Los niveles de CK-MB y cTnl se midieron a las 6, 18 y
24 horas después de la intervencion coronaria basada en cateterismo en 1129 pacientes. Los
pacientes fueron estratificados de acuerdo a los niveles maximps de cTnl post- angioplastia en:

Grupo 1 (n= 784) cTnl no elevada (< 0.15 ng/mL)

Grupo 2 (n=170) cTnl entre 0.15 y 0.45 ng/mL

Grupo 3 (n=175) cTnl mayor a 0.45 ng/mL

Las mayores complicaciones en el hospital (muerte, infarto onda Q e injerto “bypass”
coronario de emergencia) se compararon en los tres grupos, encontrando que la elevacion de
cTnl mayor a 0.45 ng/mL se asocia con un incremento del riesgo de mortalidad (grupo 3 =
1.6 %, grupo 2 = 0.6 % y grupo 1 = 0.1%) y también con complicaciones mayores en el hospital

(3.2 %, 1.7 % y 0.5 %). No hubo diferencia en muerte (1.8%, 3.2% y 2.4%).
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5. PRUEBAS PARA LA DETERMINACION DE TROPONINA |

5.1 ANTECEDENTES

El campo de los marcadores bioquimicos de daiio cardiaco se encuentra en un estado
dinamico, con la continua apariciéon de nuevas aplicaciones y el desarrollo de nuevos
marcadores y ensayos. La disponibilidad de procedimientos innovadores para detectar
mioglobina, troponina | cardiaca (cTnl) y troponina T cardiaca (cTnT), y masa de creatin cinasa
(CK)-MB en lugar de actividad de la isoenzima, representa una mayor oportunidad para mejorar
significativamente la evaluacion clinica del sindrome coronario agudo .

La cTnl y la ¢cTnT son consideradas como los marcadores bioquimicos disponibles mas
especificos para la determinacion de dafo cardiaco. Las mediciones cuantitativas de las
troponinas pueden llevarse a cabo con diversos inmunoensayos comercialmente disponibles.
Utilizando anticuerpos monoclonales dirigidos contra los epitopes que son Unicos para la
isoforma cardiaca, estas técnicas demuestran una especificidad satisfactoria: no se ha
reportado reactividad cruzada con las isoformas de las troponinas musculo-esqueléticas®®. De
los nuevos marcadores de necrosis miocardica, las troponinas tienen la ventana de diagnostico
temporal mas amplia: permanecen anormales por 4 a 10 dias después de la aparicion del IAM.
Esta caracteristica hace a la troponina particularmente Gtil para diagnosticar infartos con
aparicién retardada. Posiblemente la dnica desventaja significativa de las troponinas es la
insuficiente sensibilidad clinica en las fases tempranas del IAM. Debido a su cardioespecificidad
y a sus muy bajas concentraciones séricas en los individuos normales, las troponinas también
tienen una mayor sensibilidad a niveles bajos de dafio al miocardio. Su elevacién ha sido bien

documentada en el sindrome coronario agudo en el marco de la actividad de isoenzimas y

enzimas tradicionales normales, y se ha creado una nueva categoria de diagnostico, la de
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“dafio miocardico menor”, para describir esta condicion. Estas elevaciones estan claramente
asociadas con un aumento de eventos cardiacos adversos a corto plazo 7Y%,

La metodologia de los ensayos de primera generacion para cTnT se basaba en la
técnica de ELISA ( enzyme-linked immunosorbent assay) con dos anticuerpos monoclonales: el
anticuerpo conjugado con biotina (M7) y el anticuerpo de deteccion conjugado con peroxidasa
(1B10). Inicialmente el ensayo se evaluaba en el sistema ES22, después fue automatizado y
evaluado en el sistema ES300 con el método ELISA para TnT. Esto representé el primera
ensayo totalmente automatizado para cTn (ensayo de primera generacion). La introduccion de
los ensayos de segunda generacién sobrepasaron los problemas que se empezaron a
presentar en los de primera generacion con respecto a la formulacion al utilizar anticuerpos de

especificidad completamente cardiaca ® .

5.2 PRINCIPIOS PARA LA SELECCION DE PRUEBAS

Como con todas las pruebas de laboratorio, la seleccién adecuada depende de una
historia previa y de un examen médico cuidadosos. Esto permite al médico seleccionar las
pruebas mas indicadas para confirmar o descartar la enfermedad sospechada o para clasificar
su severidad. La mejor conducta es minimizar el numero de pruebas, primero, seleccionando
solo aquellas que son menos caras y que pemitiran tomar decisiones médicas sobre el
manejo del paciente. Con frecuencia la necesidad de pruebas adicionales se puede basar en
tales resultados. Por ejemplo, en la evaluacion de dolor de pecho por causa incierta, la prueba
de tension electrocardiografica, que es relativamente barata, puede proveer de suficiente
informacion para eliminar la consideracion de enfermedad coronaria y para eliminar la
necesidad de pruebas adicionales. Por otro lado, si esta prueba fuera positiva o no concluyente,
uno puede entonces necesitar una prueba mas cara de tension nuclear con el fin de obtener un

diagnostico firme y un plan definitivo de manejo del paciente. Se debe enfatizar en que se
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ordenan solo las pruebas que rindan resultados que se esperaria que influenciaran
razonablemente el manejo del paciente. Si el manejo subsecuente no fuera afectado a pesar
del resultado de una prueba dada, entonces esta prueba debe evitarse.

Después de la historia y examen médicos iniciales, si el médico no esta seguro de la
eleccion adecuada de pruebas, el o ella debe de considerar primero, la consulta solicitada de
un especialista en enfermedades cardiovasculares. Los especialistas son generalmente
capaces de seleccionar criticamente un nimero minimo de pruebas que no solo resultaran en
un diagnéstico y manejo adecuado del paciente, sino que también con frecuencia van a reducir

costos de cuidado de ese paciente en particular L

5.3 ESTANDARIZACION DE ENSAYOS

De acuerdo con ciertos autores podemos decir que hay varios ensayos para proteinas
marcadoras disponibles, y la diversidad de tales ensayos ha llevado a una confusion
substancial. Mucha, pero no toda la confusién debe de ser resuelta con la estandarizacién (por
ejemplo la estandarizacién de anticuerpos).

Este aspecto, se ha vuelto importante con respecto a la medicion de la troponina. Existe
la multiplicidad de ensayos. Estos estdn compuestos de diferentes configuraciones de
anticuerpos que reconocen diferentes epitopes, algunos de los cuales son mas y otros menos
estables; tienen diferentes coeficientes de variabilidad y muestran diferencias con los materiales
de calibracién. La Asociacién Americana de Quimica Clinica ha intentado estandarizar los
ensayos por muchos afios y han encontrado mucho apoyo en este esfuerzo por parte de varios
grupos® . Considerando el estudio de Christenson y Colaboradores ® el hecho de que existan
numerosos ensayos para determinar cTnl ha generado una situaciéon en donde las mediciones
de la proteina utilizando métodos diferentes en los mismos especimenes pueden diferir hasta

100 veces, creandose un problema substancial para los laboratorios, particularmente conforme
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aumente el uso de la prueba de la cTnl. Para esto se ha creado un comité de estandarizacion
cuyo principal objetivo es designar materiales de referencia intemacionales para la cTnl y con
esto disminuir substanciaimente la variaciéon entre métodos. Recientemente se ha inducido un
pequefio grado de estandarizacion para la CK-MB pero se estan realizando esfuerzos similares
para la cTnl. La Academia Nacional de Bioquimica Clinica generd un grupo de
recomendaciones para el uso de marcadores cardiacos en enfermedades coronarias ™. A

continuacién se mencionan algunas:

» Recomendaciones para marcadores en el trato de pacientes con dolor de pecho:

Recomendacién 1. Los miembros del departamento de emergencia, de la divisién de
cardiologia, administracién del hospital y laboratorio clinico deben de trabajar de manera
colectiva para desarrollar un protocolo acelerado para el uso de los marcadores bioquimicos
en la evaluacion de pacientes con posible SCA.

Recomendacién 2. En la practica clinica de rutina, la recoleccion de muestras sanguineas
debe hacerse con referencia al tiempo de la presentacion del paciente en la sala de
emergencias (cuando sea disponible) y con el tiempo reportado de la aparicion del dolor de
pecho.

Recomendacién 3. Se deben de usar dos marcadores bioquimicos para el diagnéstico de
rutina de IAM: un marcador temprano (que se incremente facilmente en sangre dentro de las
6 horas posteriores a la aparicion de los sintomas) y un marcador definitivo (que se
incremente en sangre después de 6 a 9 horas, pero con mayor sensibilidad y especificidad
de dafo miocardico, permaneciendo anormal por varios dias después de la aparicion de
sintomas).

Recomendacién 4. En las salas de emergencia en las cuales no se toma una decision del

trato que se dara a los pacientes durante las primeras 2 horas posteriores a que el paciente
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se presento, el uso de un marcador temprano como la Mioglobina puede ser innecesario. En
este caso, solo es necesario un marcador definitivo como la cTnl. La frecuencia de

coleccién de muestras sanguineas también debera reducirse.

» Recomendaciones para uso de marcadores en pacientes con SCA:

Recomendacién 1. Se necesitan dos limites de decisién para el uso 6ptimo de marcadores
cardiacos sensibles y especificos tales como la ¢Tnl o ¢TnT. Un valor anormal bajo
establece la presencia inicial de un dafio miocardico verdadero, y un valor anormal alto
sugiere un dafo que se ha exctendido y se puede calificar como |IAM, como se define
previamente por la OMS.

Recomendacién 2. Los pacientes con dolor de pecho con resultados de laboratorio para la
cTnT o cTnl entre el limite superior del intervalo de referencia y el limite de decisién de IAM
se deben de calificar como pacientes que presentan dafio cardiaco. Esto pacientes deben
de admitidos y tratados agudamente para reducir el riesgo asociado con este daiio.
Recomendacién 3. La definicion de la OMS de |IAM se debe de expandir para incluir el uso
de marcadores bioquimicos en serie y no limitarse solo a cambios en las enzimas. Se debe
de enfatizar que para descartar un IAM no se pueden considerar solo los datos de una
muestra sanguinea unica. Sin embargo, cuando se usan marcadores muy especificos la
presencia de una concentracion anormal de un espécimen Unico puede tener un valor

diagnéstico alto en dafio miocardico.
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5.4 TOMA Y PREPARACION DE LA MUESTRA SANGUINEA

5.4.1 FRECUENCIA DE MUESTREO

Es critico asegurarse que las muestras de sangre sean obtenidas por lo menos 6 a 9
horas después de la aparicion de los sintomas. Cuando la hora de la aparicién de los sintomas
se conoce con claridad, se recomienda una muestra al momento de la admision y 6 a 9 horas
después de la aparicion de los mismos. Sin embargo, si la hora de la aparicién de los sintomas
no se conoce con claridad, se sugiere muestrear una vez al momento de la admision y otra vez
6 a 9 horas después, con una medicion opcional a las 12 a 24 horas. Frecuentemente es bueno
insistir en tomar mas de una muestra para hacer el diagnéstico.

Para pacientes que necesitan un diagnéstico rapido, se puede recurrir al uso de un
marcador de aparicion rapida (como isoformas de la CK-MB o mioglobina). Esta aproximacion
deberia ser usado cuando los resultados llevaran a hacer cambios en la terapia. La frecuencia
de muestreo debe de ser al momento de la admisién, a las 2 a 4 horas, a las 6 a 9 horas, con
un muestreo opcional de 12 a 24 horas. Se puede recurrir a un protocolo similar para los
pacientes que pasaran por procedimiento intervensionista. Sin embargo, en esta situacién, la

muestra inicial debe de ser tomada antes del procedimiento ©* .

5.4.1.1 Circunstancias especiales

Ya que los incrementos de la troponina pueden persistir, el tiempo que pasa entre un
evento cardiaco y otro puede ser confuso (por ejemplo si los valores de troponina estan
elevados en la primera muestra al momento de la presentacién o en situaciones donde se
sospecha de re-infarto). En estas situaciones, los valores de CK-MB pueden ser Utiles para
ayudar a clarificar si un evento es reciente (dentro de las 48 horas previas).

Para los pacientes que pasan por procedimientos intervensionistas, el incremento de los

biomarcadores se dara mas frecuentemente que los incrementos correspondientes con la CK-
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MB y estos incrementos seran de mayor magnitud debido a una mayor velocidad de liberacién y
a la elevada eliminacion asociada con la oclusion y reperfusion. Asi, estos eventos
frecuentemente son indicativos de cantidades muy pequefias de dafio de miocardio en

comparacion con otras situaciones clinicas .

5.4.2 CONDICIONES DE MUESTREO

Se pueden utilizar muestras de suero (incluyendo suero recogido en tubos con separador
TSS) o plasma (recogidas en tubo con heparina de litio y heparina sédica) humanos 7", Existe
evidencia de que al comparar los resultados de una muestra de suero con los de una muestra
de plasma heparinizado existe una alta correlacion " , demostrandose que la cTnl puede ser
medida cuantitativamente utilizando cualquier muestra. Esto se confima en las
recomendaciones de la NACB para la medicion de masa de troponina | o T, quienes
recomiendan el uso el plasma obtenido con heparina, aunque también puede emplearse el
plasma obtenido con ofros anticoagulantes, considerando que los resultados pueden ser
distintos segun el tipo de anticoagulante empleado. La sangre no es un espécimen adecuado
para la mayoria de los analizadores automaticos, pero es util en los sistemas empleados para

los andlisis junto al paciente ™ .

5.4.3 PREPARACION DE LA MUESTRA
Independientemente del ensayo que se utilice para la determinaciéon de troponina |, las
condiciones y la preparacion de la muestra no varian y es por eso que el siguiente listado de
recomendaciones se han tomado del folleto que proporciona una de las empresas que ha
desarrollado el inmunoensayo enzimatico con microparticlulas (MEIA)"" . Las recomendaciones
son las siguientes:
1. Antes de centrifugar la muestra, compruebe que la formacién del coagulo se haya

completado, ya que algunas muestras, especialmente las de pacientes bajo terapia con
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10.

anticoagulantes o terapia trombolitica, pueden presentar tiempos de coagulacion
prolongados. Si la muestra se centrifuga antes de que se complete la formacién del
coagulo, la presencia de fibrina puede causar resultados erréneos.

Para obtener 6ptimos resultados, las muestras no deben de presentar fibrina, eritrocitos
ni particulas en suspension.

Se deben evitar multiples ciclos de congelacion y descongelacion. Mezclar bien las
muestras después de una descongelacién en un agitador para tubos a baja velocidad o
invitiéndolas suavemente y centrifugarias antes del uso para eliminar particulas en
suspension y asegurar la reproducibilidad de los resultados.

Si el andlisis se retrasa mas de 8 horas es necesario retirar el coagulo o los eritrocitos
del suero o plasma. Antes del analisis las muestras se pueden almacenar hasta 72
horas a una temperatura entre 2 y 8 °C o congeladas a una temperatura de —10°C (o
inferior). Es necesario mezclar y centrifugar las muestras de pacientes después de
cualquier ciclo de congelacion-descongelacién o eliminar los eritrocitos o cualquier
particula en suspension.

No utilizar muestras inactivadas con calor.

No se deben utilizar muestras que presenten contaminacién microbiana evidente.

No deben de haber burbujas en las muestras, si las hubiera, se deberan de eliminar
antes del andlisis.

En caso de transporte de las muestras, se deben de preparar y etiquetar de acuerdo
con las normas que rigen el transporte de muestras clinicas y sustancias infecciosas.
Las muestras se deben enviar congeladas con nieve carbonica. Antes de
descongelarlas, se debe retirar el coagulo o los eritrocitos del suero o plasma.

El volumen de muestra varia dependiendo el ensayo que se utilice.

Se debe evitar el uso de muestras hemolizadas, ya que la hemolisis causa interferencia

en los inmunoensayos para cTnl y se ha demostrado que cuando se afiade una
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sustancia hemolizante (no necesariamente exceso de Hemoglobina) a una muestra de

plasmatica la concentracion de c¢Tnl se ve incrementada ™

5.5 CARACTERISTICAS DE LOS ENSAYOS ACTUALES

En esta seccion vamos a describir especificamente a los llamados inmunoensayos los
cuales se basan en la secuencia de aminoacidos de la cTnl y utilizan anticuerpos cardiaco-
especificos dirigidos a estas diferentes secuencias, lo cual, como se mencion6 anteriormente,
otorga una especificidad caracteristica a la prueba. Los diferentes inmunoensayos conocidos
han demostrado un excelente potencial para uso clinico en el diagnéstico de IAM 7 . Estos
ensayos utilizan anticuerpos monoclonales contra la ¢Tnl y de acuerdo con los estudios de
Bodor y colaboradores™ se ha demostrado que no existe reactividad cruzada con otras
proteinas musculares. La especificidad de los inmunoensayos basados en anticuerpos
monoclonales puede eliminar la confusion que se genera cuando se mide CK-MB o LDH con

respecto al tejido que esta involucrado en el dafio.

5.5.1 SISTEMA DE INMUNOENSAYO ACCESS®

El sistema de Inmunoensayo ACCESS para cTnl (Beckman Instruments) es un
inmunoensayo de dos sitios (sandwich) que utiliza anticuerpos monoclonales descritos
anteriormente. Este sistema es una plataforma de acceso aleatorio y un analizador de
inmunoensayo continuo para la generacion rapida de los resultados que utiliza la detecciéon por
quimioluminiscencia. Es un sistema automatizado que emplea como fase sélida particulas
paramagnéticas y la quimioluminiscencia como método de deteccién de la reacciéon Ag-Ac la
cual, se basa en la obtencién de energia luminosa a partir de una reaccién quimica. En este
caso la reaccién se lleva a cabo ente la fosfatasa alcalina (enzima) y el Dioxietano (substrato),

sustancia organica con caracteristicas luminiscentes cuando se encuentra en un estado
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electrénicamente excitado ™ . El empleo de las particulas paramagnéticas ofrece durante las
incubaciones una gran superficie de reaccion favoreciendo la deteccion de bajas
concentraciones de analito. Ademas, por su facil separacion, ayuda a realizar lavados rapidos y
eficientes entre lo que no reaccioné y los complejos Ag-Ac ya formados. Por lo tanto,
disminuyen considerablemente los tiempos de incubacion y a la vez, se elevan la sensibilidad y
confiabilidad de los resultados.

Dichas particulas paramagnéticas estdn compuestas por Oxido de hierro las cuales,
llevan una cubierta de celulosa que permite la adsorcion de antigenos o anticuerpos especificos
para el analito de acuerdo al tipo de inmunoensayo empleado.

La aplicacion de quimioluminiscencia en este sistema tiene la ventaja de ser
extremadamente sensible para detectar niveles de concentracion pequenos de los analitos en
muestras problema asi como poder emplearia en un amplio rango de ensayos.

Los ensayos pueden ser de dos tipos, ensayos de tipo competitiva o de tipo sandwich de
2 pasos. El primero se llama de tipo competitivo debido a que el analito proveniente de la
muestra y el analito conjugado con la enzima proveniente del reactivo compiten por los sitios de
unién de dos anticuerpos especificos adsorbidos a la fase sélida para formar un complejo
Ag-Ac. En este inmunoensayo la luz obtenida es inversamente proporcional a la concentracion
del analito en la muestra. En la figura 5.1 se muestra un esquema de la reaccion. El otro ensayo
se llama de tipo sandwich debido a que el analito proveniente de la muestra es capturado entre
el anticuerpo especifico unido a la fase sélida y el anticuerpo conjugado con la enzima
proveniente del reactivo para formar un complejo de Sandwich (1 paso). También el analito
puede quedar entre la fase sélida a la que viene adsorbido y el anticuerpo especifico
proveniente de la muestra problema (2 pasos). En la figura 5.2 se esquematiza la reaccion del

ensayo tipo sandwich.
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Se adiciona substrato y se incuba 5 min. Al obtener la luz emitida se realizan
10 lecturas.

Figura 5.1 Esquema que representa la reaccién en el ensayo de tipo competitivo, ™
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Figura 6.2 Ensayo tipo Sandwich (1 paso) ™
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Figura 6.3 Ensayo tipo sandwich (2 pasos) ™

La cTnl puede ser medida y el resultado emitido en un tiempo de 15 minutos. Este

ensayo demuestra un desarrollo analitico aceptable con base en los datos de limite de
94



deteccion y limite de cuantificacion, imprecision, y recuperacion de cTnl ademas de que es un
ensayo que se puede comparar para el diagnostico con otras pruebas como la masa de CK-MB.

Este ensayo utiliza un valor de corte de 0.15 pg/L para diagnosticar IAM7®. (Figura 5.4)

Figura 3.4 Equipo de Inmunoens
ACCESS® de Beckman Coulter.

5.5.2 SISTEMA STRATUS II®

Este sistema es un inmunoensayo de dos sitios (sandwich) que también utiliza
anticuerpos monoclonales. El resultado es emitido en un tiempo de 10 minutos a diferencia del
sistema ACCESS. El limite minimo de detecciéon es de 0.35 pg/L, y el valor de corte para

diagnosticar IAM es de 1.5 pg/L. ™ (Figura 5.5)

Figura 3.3 Sisterna de Inmunocensayo Stratus ||
® de Dade Behring ™
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5.5.3 SISTEMA AxSYM™

Este ensayo se basa en 3 diferentes tecnologias, la tecnologia de inmunoensayo
enzimético con microparticulas (MEIA), inmunoensayo de polarizacion y fluorescencia (FPIA) y
la tecnologia de atenuacion de energia radiante (REA) ™ y hace la determinacion cuantitativa
de cTnl tanto en suero como en plasma humanos. La tecnologia MEIA utiliza una solucion de
particulas de latex suspendidas de tamaifios menores a una micra. Estas particulas estan
recubiertas con una molécula de captura especifica para el analito (cTnl). El area de superficie
efectiva de las microparticulas incrementa la cinética del ensayo y disminuye el tiempo de
incubacion para el ensayo. Esto permite que los ensayos MEIA se completen en menos tiempo
que otros inmunoensayos. Existen dos tipos de secuencias de reacciones para los ensayos tipo
MEIA: de un paso, en donde la muestra, las microparticulas y el conjugado se combinan
durante la incubacion de la cubeta de la reaccion; y de dos pasos, en donde la muestra y las
microparticulas se combinan durante la incubacién de la cubeta de reaccién y la reaccién de
conjugacion se lleva a cabo en la celda matriz. En Ia figura 5.6 se esquematiza la secuencia
tipica de reacciones en el ensayo MEIA. La tasa de formacion de producto fluorescente es

directamente proporcional a la cantidad de cTnl presente™” .
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Figura 5.6 Secuencia de reacciones del ensayo MEIA. 1) La muestra y las microparticulas se combinan e incuban
a temperatura de reaccion. Durante la incubacion los analitos se unen a las microparticulas credndose un complejo
Inmune. 2) La sonda de procesamiento del equipo aspira la mezcla de reaccion del pazo de incubacién y lo sirve
en la cekda matriz. EI complejo inmune se une imeversiblemente a la fibra de vidrio de la matriz. El lavado de la celda
matriz remueve los materiales que no se unieron. E! compiejo inmune es retenido por la fibra de vidrio mientras el exceso
de la mezcla de reaccion fluye rdpidamente a través de los grandes poros de la matriz. 3) La sonda de procesamiento
transfiere un conjugado de fosfatasa alcalina (FA) marcada desde un pozo de reaccion en la cubeta de reaccion hacia
la celda matriz. El conjugado se une al complejo inmune para completar el “sandwich™ Ac-Analito-conjugado. La matriz
es lavada nuevamente. 4) El dispensador de solucién MUP agrega el sustrato MUP a la celda matriz. El conjugado FA
cataliza la hidrilisis del MUP a MU. 5) El sistemna dptico de MELA mide la velocidad a la cual el MU, un producto fluorescente,
es generado en la fibra de vidrio de la matriz. La velocidad a la cual se genera el MU en la matriz es proporcional
a la concentracién de analito en la muestra evaluada.
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La tecnologia FPIA combina dos tecnologias para determinar la concentracion del
analito. La union competitiva de la proteina y la polarizacién fluorescente. La unién competitiva
requiere de dos sistemas de antigenos (analitos): analito de la muestra y analito marcado que
proveen los reactivos del ensayo. El analito de la muestra compite con el analito del reactivo
por los sitios de unién en el anticuerpo. Cada sistema de analitos se une a los sitios de unién
basandose en su concentracion relativa. Si hay altas concentraciones de analito presente en la
muestra, entonces mas analito se une al anticuerpo, impidiendo que el analito marcado se una.
Si hay bajas concentraciones de analito en la muestra entonces menos de este analito se une
al anticuerpo dejando que el analito marcado se una al anticuerpo. La tecnologia FPIA se basa
en los siguientes principios: la luz polarizada se puede usar para producir una emision
fluorescente de las trazas de analito. El promedio de polarizacién de la fluorescencia emitida
esta relacionada con la velocidad de rotacion de la molécula. La velocidad de la rotacion
molecular en el liquido esta relacionada con el tamario de la molécula. Los analitos pequeiios
que no estan unidos rotan mas rapidamente que el complejo analito-Ac mas grande. Este
sistema AxSYM mide los cambios en la polarizacioén de la fluorescencia emitida mientras se
forma el complejo analito-Ac ™

El tercer sistema REA involucra reacciones que desarrollan color. La presencia del
analito que se mide convierte al cromégeno (tinte sin reaccionar) en un croméforo ( tinte
coloreado). Una sustancia estable fluorescente (fluoréforo) también es incluida en la mezcla de
reaccion. Las propiedades de absorcion de luz del croméforo producido, genera una
disminucién de la intensidad de Ia luz fluorescente medida (atenua la energia radiante) del
fluoréforo. El montaje del sistema éptico FPIA se usa para medir los cambios en la intensidad
de la fluorescencia. Los cambios en la intensidad de energia radiante siguen los principios de la
ley de Lambert y Beer ™.

Este ensayo tiene una sensibilidad analitica de 0.3 ng/mL y presenta interferencias con

sustancias como bilimubina (20 mg/dL), hemoglobina (1000 mg/dL), eritrocitos (0.4% Vi),
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colesterol (500 mg/dL), triglicéridos (1000 mg/dL) y proteina total (10 g/dL). El equipo se

muestra en la figura 5.7

AXSYM m) AXSYM py, L

——
 H Figura 57 Equipo de
=] i ] y m“n

— ———— . inmuncensayo AxSym
i _._T-_.__--_-—- = ] Plus de Laboratorios Abbott ! |
1 * - L

5.5.4 SISTEMA OPUS™ PLUS

Este sistema también es un inmunoensayo basado en anticuerpos monoclonales que
detecta la c¢Tnl y sus isoformas por medio de inmunoensayos heterogéneos de sandwich, es
decir de dos sitios. Este sistema tiene un valor minimo de deteccion de 0.1 ng/mL, ademas
muestra una precisiéon aceptable en relacion con el Stratus |I® y otro método comercialmente
disponible que es el Dimension® RxL. La sensibilidad analitica de 0.1 ng/mL y el rango de
mediciéon del ensayo de 0.1 a 50 ng/mL permite el analisis directo de la mayoria de los
especimenes que se encuentran en el laboratorio clinico. El fabricante recomienda un valor de
corte para diagnodstico de IAM de 0.6 a 1.5 ng/mL. En este ensayo los valores que genera una

muestra de plasma heparinizado y suero estan altamente correlacionados V. (Figura 5.8)

Figura 5.8. Sistema de Inmunoensayo Opus® de Dade
Behring %




Existen muchos mas equipos automatizados con los cuales se pueden realizar pruebas
para deteccion de cTnl en fiuidos corporales. En la tabla 5.1 se resumen los métodos que hasta

ahora se conocen.



Tabla 5.1. Detalles de los ensayos comerciales para troponina cardiaca.
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6. DISCUSION

A lo largo de este trabajo hemos encontrado informacién muy valiosa respecto a la
estructura de las troponinas, su papel en la contraccion de musculo esquelético y cardiaco, su
degradacion posterior a la necrosis celular del miocardio y como pueden ser utilizadas como
marcadores de dafio cardiaco, asi como de los métodos que pueden ser utilizados para su
cuantificacién . En esta Ultima seccién vamos a recapitular los puntos mas importantes para
poder concluir si se cumplieron los objetivos de este trabajo.

Sabemos que en el campo de los marcadores bioquimicos de dafio miocardico
encontramos una gran cantidad de enzimas y otras proteinas, pero también sabemos que cada
una posee diferentes caracteristicas con respecto a la velocidad de aparicion en sangre, la
facilidad para detectar concentraciones bajas que indiquen un daiio, y simplemente, el hecho de
encontrarlas en los fluidos corporales como suero y plasma ya nos indica de primera instancia
que existe algun tipo de dafio cardiaco. Para los pacientes con un mecanismo de dafio
isquémico con incrementos en las concentraciones de troponinas | y T, el pronéstico del dafio
esta relacionado, en parte, con la extension de los incrementos. Las troponinas | y T son los
marcadores preferidos para el diagnéstico de dafo miocardico debido a la hasta ahora lograda
especificidad de tejido en comparacién con CK-MB y otros marcadores convencionales.

La mayor parte de la ¢cTnT y de la cTnl se encuentra en el aparato contréctil y ambas
son liberadas como resultado de una degradacion proteolitica. Entre el 6 y 8 % de cTnT y
entre 2.8y 8.3 % de cTnl se encuentran en forma libre en el citoplasma. Ya que los estudios
de estas proteinas se han realizado en 6rganos de donadores, en tejidos post-morten y en
tejido atrial, no se conoce la cantidad exacta de ¢TnT y cTnl. Al ocurrir la isquemia, se produce
rompimiento de las proteinas contractiles intracelulares y estas pueden contribuir con el

incremento de la concentracién en el pool citoplasmatico. No se ha establecido si este
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componente del citoplasma es liberado en el compartimiento extracelular, durante la isquemia o
bien posterior a la necrosis celular.

La cinética de liberacion de la cTnT es bifasica, con un pico inicial a las 12 horas
posterior al dafio, seguida de una fase de meseta de aproximadamente 48 horas y por Gltimo
cae hasta niveles no detectables a los 10 dias de ocurrido el evento. La duracién de la
elevacion esta determinada por el tamafio del infarto: en casos de IAM pequeiios, la elevacion
ocurre por 7 dias y en |AM total la cTnT puede ser detectada hasta por 21 dias. El tiempo en el
que aparece el primer pico, asi como su magnitud depende de si la causa es una reperfusion
exitosa espontanea o es producto de una terapia trombolitica. En la reperfusion exitosa se
produce un pico mas grande , el cual aparece en forma mas temprana.

La liberacién de troponina | es monofasica, hay pérdida del pico temprano y el pool del
citoplasma es pequefio. Sin embargo se ha encontrado en la practica que hay una elevacion
temprana de cTnl con cTnT, aungque no de la misma magnitud. La duracion de la elevacion de
cTnl tipicamente es de 5 dias, pero de nuevo hay variacién dependiendo del tamario del infarto.

La depuracion de cTnT y c¢Tnl no se encuentra bien documentada. El ti» para ¢cTnT en
circulacion es de 120 minutos y la ventana prolongada para la deteccién es debida a Iar
continua liberacion de cTnT desde el pool de las miofibrillas hasta el aparato contractil que
dentro de las células sufre degradacion. No existen datos sobre la depuracion de cTnl.

Quiza hace falta hacer una reflexién a cerca de porque elegir la troponina | y no la
troponina T: desde un punto de vista molecular se sabe que la Tnl ocupa una posicién central
en el mecanismo molecular involucrado en el control de la contraccion muscular. Tiene el papel
principal en la unién entre el complejo de la troponina y las proteinas contractiles y como tal en
ella convergen los cambios conformacionales que resultan de la unién del calcio a la cTnC en
el sitio enzimatico en la cabeza de miosina donde se hidroliza la unién de Mg-ATP. Este papel
unico requiere que la troponina | interactiie directamente con cada una de las proteinas que

participan en este proceso, directamente con la actina, TnT e indirectamente con la
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tropomiosina y miosina y su estructura aparentemente flexible y extendida es importante en su
papel, y por todo esto cuando se encuentran concentraciones de troponina | en plasma o suero
podemos hablar de un dario presente de gran importancia. Recientemente se ha sugerido que
la especificidad de la cTnl para detectar un dafio miocardico es mayor que la especificidad de la
cTnT y es dificil encontrar incrementos falsos positivos de cTnl en pacientes con dafio de
musculo esquelético o en pacientes que realizaron ejercicio excesivo. Ademas la cTnl provee
de informacion que sirve para hacer un pronéstico temprano para la identificacion de pacientes
con un riesgo incrementado de muerte posterior a IAM.

En un estudio en serie que utilizé 196 combinaciones pareada de 15 anticuerpos
monoclonales dirigidos contra diferentes regiones de la molécula de cTnl, Katrukha estudio la
liberacion y degradacion de cTnl. Se demostrd en este estudio que la forma dominante de cTnl
liberada después del IAM es el complejo cTnl-TnC. La cantidad maxima de cTnl totales de 5 a
12 veces la cantidad de cTnl libre. También se encontré que las regiones N y C terminal son
vulnerables a la degradacion proteolitica. La region mas estable es la parte central de la
molécula y comprende de los residuos 30 a 110. Esta regién tiene un dominio que une TnC
dependiente de calcio.

Por estudios comparativos se ha demostrado marcada diferencia en los ensayos de
cTnl. Los factores que afectan en forma rutinaria son:

1.- Desarrollo de la expresién de epitopes y reexpresion.

2.- Calibracién del ensayo.

3.- Requerimientos de la muestra.

4 - Efectos de la matriz.

5.- Estabilidad del epitope.

6.- Reconocimiento diferencial de epitopes e impedimento estérico.

7.- Especificidad del ensayo: falso positivo y falso negativo.
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Como cTnl es expresada unicamente en el miocardio, este marcador teéricamente
ofrece menos problemas. La expresion temprana de sTnl en lugar de cTnl en el miocardio hace
que la medicion de cTnl no sea util para la evaluacion de dafio cardiaco neonatal y perinatal.
Respecto a cTnT, hay una secuencia Unica en el adulto. Los anticuerpos M7 reconocen los
residuos 125-131 de c¢TnT y el anticuerpo M11.7 reconoce la secuencia de 136-147 y estas
commesponden a secuencias cardioespecificas sin homologia con TnTf. Esto esta acorde con
los hallazgos de que las elevaciones de cTnT y cTnl en daiio renal representan dario miocelular
verdadero con significancia pronostica.

En relacion a la calibracion de los ensayos la informacién de las empresas productoras
de los materiales de calibracién es muy variable. El material de calibracién 6ptimo que se
recomienda es el complejo TIC derivado de tejido cardiaco.

Tomando en cuenta las caracteristicas de la muestra para cada ensayo, la muestra
Optima parece ser suero, pero hay problemas debido a microcoagulos de fibrina o
microparticulas, usualmente agregados de lipoproteinas. Las muestras de plasma obtenidas
con EDTA pueden ser usadas en la minoria de los sistemas de ensayo. El efecto del EDTA
parece ser minimo en ensayos para cTnT pero este efecto es mas grande y variable para los
ensayos de cTnl. El impacto del EDTA es debido al secuestro del calcio que altera la unién de
TnC y cTnl. La molécula de cTnl esta cargada positivamente ( pl=9.87 ) por lo que puede unirse
a la heparina, un polianién cargado negativamente.

Por otro lado la molécula de cTnT parece ser muy estable a temperatura ambiente, a 4 °
C y en congelacion. Las muestras que se han reanalizado después de un periodo largo de
tiempo de hasta 5 afios a -70 ° C, no muestran degradacion significativa y no hay cambios
significativos por 5 ciclos de congelacion.

Para cTnl, la mayoria de los ensayos tiene seleccionados epitopes en la regién estable

de 30-110 residuos de aminodacidos. Esto es cierto para el caso de Stratus CS, RxL, Opus Plus,
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Immulite, ACS:180 (regién N terminal de los residuos 27-39 y residuos 70-87) y AxSYM
(residuos 87-91 y 20-39).

Como se expuso en capitulos anteriores , la fosforilacion es parte de la regulacion de la
funcién del complejo troponina - tropomiosina y puede provocar cambios conformacionales. No
se conoce si esto ocurre in vitro o tiene impacto en los resultados de los ensayos. También hay
sitios potenciales de oxidacién de grupos SH que inducen cambios conformacionales in vifro. Se
sabe que esto afecta los resultados de algunos de los sistemas de ensayo disponibles.

Respecto a la sensibilidad y especificidad de cTn para mionecrosis, se ha detectado
dafio cardiaco en una serie de situaciones clinicas no esperadas. Esto ha provocado que la
cardioespecificidad de ¢Tn sea cuestionada. Hay 2 importantes hallazgos que confirman la
validez de las mediciones de cTn como marcadores verdaderos de daiio cardiaco. Primero la
elevacion no esperada de cTnl en una poblacién de pacientes de la unidad de cuidados
intensivos que se asocia con un prondstico adverso. Segundo , la correlacion de los hallazgos
histopatolégicos con los resultados bioquimicos demuestran que los valores de cTnT elevados
pueden ser relacionados directamente con mionecrosis cardiaca.

Los hallazgos que relacionan elevaciones de cTnT y ¢Tnl con prondstico adverso han
dado lugar a considerar que la medicién de cTn puede ser considerada como un marcador de
ruptura de placa. La secuencia de eventos es que la ruptura de la placa con cicatrizacion
intraplaca es seguida por formacién de un agregado inestable de plaquetas sobre la placa. Hay
2 posibles eventos subsecuentes. Puede haber placas que cicatricen o puede haber agregacion
progresiva de plaquetas y fragmentacion que producen embolia por plaquetas y posteriormente
microinfartos, esto sugiere que debe haber 2 valores de corte , uno para el IAM y un segundo
valor de corte para la angina inestable de alto riesgo.

Aunque hay quienes utilizan a la cTnT como el biomarcador de preferencia, creemos que

existe suficiente evidencia para elegir a la cTnl como el marcador de eleccion del dario
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miocardico, pero a final de cuentas dependera del costo y de la disponibilidad de los equipos

para realizar las pruebas concemientes a estos biomarcadores.
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7. CONCLUSIONES

A través de la realizacion de este trabajo hemos podido concluir los siguientes puntos:

. Aunque hay una vasta informacion a cerca de las troponinas, aun es necesario hacer
estudios que nos ayuden a determinar: a) el T ¥ de la troponina | en suero y b) la
cinética de liberacion de la cTnl, ya que no esta bien establecida la fuente de esta
proteina, es decir, si es liberada durante la isquemia, la necrosis celular o bien desde el

pool citoplasmatico.

. Es importante conocer la estructura molecular de las troponinas ya que esta informacion
es necesaria para: a) el desarrolio de los ensayos, que requieren conocimientos de la
expresion, estabilidad e impedimento estérico de los epitopes; b) los requerimientos de

la muestra y c) los efectos de la matriz.

. Basandonos en los dos puntos anteriores se podran establecer los valores de corte de la

concentracion de cTnl en 2 casos: a) IAM y b) Angina Inestable de alto riesgo.
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