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v INTRODUCCION.

1. Cardiopatia isquémica (1-3).

La isquemia cardiaca se define como la situacion en la que el corazon recibe un aporte
sanguineo inadecuado para mantener sus funciones esenciales, con la consecuente carencia de
oxigeno. Los tejidos bioldgicos necesitan obtener energia para sobrevivir a partir del
metabolismo de moléculas que posee el propio 6rgano como reserva, o de moléculas que llegan
a las células por la circulacion sanguinea, donde el oxigeno juega un papel importante. En el
caso del tejido miocardico, la funcién es estrictamente dependiente de la irrigacion sanguinea
dado que, en su caracter de organo altamente aerobio, el corazén posee una escasa reserva

energética en caso de deficiente aporte sanguineo.

1.1 Causas de cardiopatia isquémica.

Existen numerosas causas de isquemia miocardica, pero indudablemente la mas
frecuente es la ateroesclerosis coronaria. Esta patologia representa un proceso prolongado,
caracterizado por el estrechamiento progresivo de las arterias que irrigan el corazén como
resultado del depésito en la pared arterial de lipidos y materiales asociados, con una

disminucion del lumen hasta llegar a un punto en el que el aporte sanguineo es insuficiente.

Otra causa de gran importancia es el vasoespasmo coronario, una condicion patologica
en la que la pared arterial coronaria responde de forma hipersensible a los estimulos
vasoconstrictores normales, ya sean emocionales, nerviosos u hormonales, teniendo como
efecto una constriccion anormal y prolongada de la pared arterial, con una consecuente isquemia
tisular. Si este espasmo se relaja, puede no observarse signos de lesion, pero si el espasmo es

prolongado, puede traer como consecuencia un infarto de miocardio y la muerte del paciente.
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Causas menos comunes de isquemia miocardica incluyen la inflamacion de las arterias

coronarias con trombosis (coagulos sanguineos), la anemia severa y la hipotension importante.

En cualquiera de las causas anteriores, los efectos que la oclusion arterial tiene sobre el
miocardio son consecuencia de la interrupcion del flujo sanguineo, lo que provoca una compleja

secuencia de mecanismos tanto metabolicos como estructurales.

1.2 Formacion de la lesion miocardica.

Inicialmente, el estrechamiento (en forma de placas ateroscleroticas) de las arterias
coronarias puede ser lo suficientemente grave como para ocasionar una angina estable cuando
hay esfuerzo o estrés. Sin embargo, este estrechamiento en algunas ocasiones puede ser
asintomatico. Por razones que aun no se conocen bien, las placas alcanzan un punto en el que se
rompen. Bajo estas circunstancias se puede formar un tapon compuesto por plaquetas y
coagulos sanguineos haciendo que un vaso sanguineo ya estrecho se vuelva mas susceptible de
bloquearse por completo. Esta situacion inestable puede progresar a una oclusiéon completa del

vaso, con infarto del musculo cardiaco (ataque cardiaco).
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1.3 Efectos metabolicos en la isquemia.

La oclusion repentina de una arteria coronaria implica que las células miocardicas
solamente disponen de algunos segundos de metabolismo aerobio, en los que utilizan el aporte
de oxigeno que resta de la microvasculatura. Una vez que se utiliza este oxigeno, la
fosforilacion oxidativa no puede continuar, dado que no existen moléculas de oxigeno

receptoras para llevar a cabo la transferencia de electrones.

Como mecanismo compensatorio, para mantener el nivel de energia, se incrementa la
incorporacion de glucosa a nivel miocardico y se activa la glucdgenolisis. En este caso, el
metabolismo miocardico utiliza la glucosa o el glucogeno por medio del ciclo anaerobio de
Embden-Meyerhof (glucélisis) con produccion de ATP, molécula de reserva energética, en
lugar de utilizar el ciclo aerobio de Krebs. El producto final del metabolismo anaerobio de la
glucosa, el piruvato, es reducido a lactato produciendo un reciclaje de NADH para que el ciclo
de Embden-Meyerhof pueda seguir funcionando. El acimulo intracelular de lactato produce una
acidosis intracelular, siendo uno de los signos mas precoces y dramaticos; esto afecta
negativamente a la enzima fosfofructoquinasa (EC 2.7.1.56), responsable de la formacion de
fructosa 1,6-bifosfato en el proceso de glucolisis. Por lo tanto, incluso la glucolisis puede ser

ineficaz en condiciones de isquemia.

Los 4acidos grasos libres representan otra fuente de sustrato, pero en condiciones de

isquemia no pueden ser oxidados y se acumulan en el interior de las células miocardicas.

Todos estos efectos metabodlicos se relacionan con cambios estructurales en la célula

isquémica, produciendo lesidon en mayor o menor grado.
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1.4 Efectos estructurales de la isquemia.

Después de un episodio isquémico, el tejido miocardico puede recuperarse si se restaura
el flujo sanguineo en un intervalo de 15 a 20 minutos y, puesto que no se ha detectado ninguna
lesion estructural, es posible pensar que las células son capaces de mantener su integridad hasta
dicho limite. Transcurrido este tiempo se ha consumido todo el glucégeno celular, apareciendo
alteraciones estructurales de gran importancia, tales como que las miofibrillas sufren un

estiramiento excesivo y el sarcolema desarrolla areas de separacion.

También es evidente la presencia de lesiones en la membrana celular. Si se produce una
reduccion significativa de los compuestos de alta energia, necesarios para mantener el equilibrio
ionico de la membrana, las células acumulan sodio y pierden potasio; como consecuencia, se
produce una entrada excesiva de iones cloruro que se acompana de hinchazén celular, llegando
finalmente a la lisis y muerte de la célula. Si el episodio isquémico es eliminado en este
momento y el tejido miocéardico recupera su irrigacion sanguinea, se desarrolla un proceso de

contractura.

10
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2. Definiciones y diagndstico bioquimico del sindrome coronario agudo.

- Definiciones de angina estable, angina inestable e infarto. (4-7).
Se define angina como la situacion clinica en la que se produce un doloren el
pecho causado por flujo sanguineo insuficiente al musculo cardiaco. El dolor generalmente

comienza de forma lenta y empeora durante unos minutos antes de desaparecer.

El angor o angina estable, se desencadena en condiciones de esfuerzo fisico,
emociones, durante la digestion o por accion del frio y se alivia con el reposo y la accion de
vasodilatadores coronarios (nitroglicerina, solinitrina). La causa mas comun es la arteriopatia
coronaria. Otras causas menos comunes de angina son espasmo de la arteria coronaria,
enfermedades de las valvulas cardiacas, insuficiencia cardiaca, ritmos cardiacos anormales o

anemia.

El angor o angina inestable describe un sindrome que es intermedio entre la angina
estable y el infarto de miocardio: un patrén en aceleracion o "crescendo" de dolor toracico que
dura mas que la angina estable, se presenta con menos esfuerzo o en reposo o responde menos a
los medicamentos. Los mecanismos por los cuales se presenta una angina inestable son:

- Formaciéon de un trombo no oclusivo (a menudo plaquetario) sobre una placa
aterosclerética fisurada.

- Obstruccion dinamica, bien por espasmo de la arteria coronaria epicardica (angina
variante de Prinzmetal), bien por vasoconstriccion anormal de la microcirculacion
coronaria, como en la angina microvascular.

- Estrechamiento luminal orgénico grave, tal como ocurre en la reestenosis.

- Inflamacion arterial que favorece la trombosis.

- Aumento de la necesidad de oxigeno por el miocardio, debido a situaciones tales como

la taquicardia.

11
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Se define infarto (del latin: “infartus”, relleno), al proceso patoldgico en el que una
porcién del parénquima es privada stbitamente de circulaciéon sanguinea por obstruccion de
vasos arteriales y al conjunto de fenomenos (desde isquemia hasta necrosis) consecutivos a esta
obstruccion (8-9). Por tanto, se podria decir que un episodio de angor inestable es un
microinfarto agudo de miocardio, que ocasiona lesioén celular menor del propio miocardio. Un
microinfarto (dafio miocardico menor) puede derivar a un infarto agudo de miocardio (lesion
miocardica mayor). La angina inestable y el infarto de miocardio se consideran sindromes

coronarios agudos; mientras que la angina estable es una condicion cronica.

La OMS (1979) ha definido el infarto, en relacion al cumplimiento de dos de los tres
criterios que se exponen a continuacion (10-11):

- Cuadro clinico caracteristico. Criterio clinico de dolor toracico, caracteristico de
isquemia miocardica. Dolor de tipo opresivo que, generalmente, aparece con la
realizacion de esfuerzo fisico o con el frio. Puede irradiarse hacia el brazo izquierdo, sin
olvidar otras localizaciones como pueden ser el cuello o las mandibulas. Por regla
general, se acompafia de sintomatologia con malestar general, sudoracion profusa,
sensacion nauseosa e incluso vomitos y sensacion de disnea.
- Alteraciones en el registro electrocardiografico. Durante el estadio inicial, la
obstruccidon completa de la arteria productora del infarto provoca una elevacion del
segmento ST. La mayoria de los pacientes que presentan esta elevacion, manifiestan
luego ondas Q de necrosis pronunciadas en el electrocardiograma (ECG) y terminan por
ser diagnosticados de infarto de miocardio con persistencia de la onda Q. Cuando el
trombo no provoca una oclusiéon completa, cuando la obstruccion es transitoria o cuando
la circulacién colateral es abundante, no se aprecia elevacion alguna del segmento ST

(figura 1).

12
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Necrosls

orcda G

Figura 1. Electrocardiograma (elevacion del segmento ST en la parte superior e inferior y

presencia de onda Q en el centro).

- Criterios de pruebas bioquimicas. Un porcentaje de pacientes presentan signos y
sintomas atipicos y trazados electrocardiograficos muy poco sugerentes de isquemia
miocardica, sobre todo, si se tiene en cuenta el tiempo de evolucion de los sintomas
hasta su valoracion médica. El uso de pruebas bioquimicas, como marcadores de
necrosis miocardica, se convierte en una utilidad diagnoéstica muy importante. La
determinacion de estos marcadores y su evolucion en el tiempo, junto con los sintomas

clinicos del paciente, presentan la mayor eficacia diagnostica en el SCA (12-15).

13
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3. Marcadores bioquimicos. (16)

Una vez que se ha producido la lesion de la membrana, la velocidad de aparicion de
moléculas intracelulares en circulacion depende sobre todo del flujo sanguineo; por lo tanto, un
area de miocardio lesionado con una perfusion sanguinea deficiente, libera estas moléculas

mucho mas lentamente que las areas en las que la recirculacion es mas adecuada.

La zona subendocardica del ventriculo izquierdo posee una menor irrigacion sanguinea
y, por lo tanto, las células alcanzan la muerte mas rapidamente en esa region en caso de infarto
de miocardio. Sin embargo, dado que el flujo sanguineo de las arterias colaterales es reducido,
se retarda la liberacion de contenido intracelular a circulacion general. Estas diferencias del
flujo colateral, probablemente, contribuyen a reducir la correlacion entre la cantidad de tejido

miocardico perdido y la destruccion miocardica estimada a partir de las moléculas liberadas.

Otro factor que afecta la liberacion del contenido intracelular es el tamafio molecular de
sus componentes; asi, la enzima CK, con un peso molecular de 80.000 daltons, es liberada antes
que la enzima AST, que posee un peso molecular de 93.000 daltons y ésta, a su vez, es liberada

antes que la enzima LD, con un peso molecular de 140.000 daltons.

Desde el punto de vista diagndstico en el SCA, de las moléculas liberadas, las de mayor
interés son las proteinas tanto enzimaticas como no enzimaticas. Esto se debe a que son
moléculas intracelulares, identificadas y que suelen ser facilmente medibles en el laboratorio.
Existen numerosos datos clinicos y experimentales que indican que, si estas moléculas no son
liberadas a la circulacion, podria afirmarse que las células han sobrevivido a la lesion isquémica

por lo que puede considerarse como reversible (17, 18).

14
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El uso de biomarcadores cardiacos en la diagnosis y seguimiento del SCA puede ayudar
a facilitar un buen juicio clinico. Los test clinicos de laboratorio se focalizan en dos puntos
fundamentales (19):

1) Para estudiar (y revertir potencialmente) las causas.

2) Estimar la gravedad y riesgo de progresion de la enfermedad.

Para disminuir la demora en establecer el diagnostico, es preciso contar con técnicas de
diagnostico rapidas y especificas, que delimiten qué grupos de pacientes se van a someter a los

posibles beneficios de tratamientos agresivos, no exentos de efectos secundarios.

Las pruebas bioquimicas relacionadas entre si y con la sospecha clinica y
electrocardiografica, logran un alto grado de especificidad diagnostica (entendiendo como tal el
porcentaje de poblacion con diagnostico distinto al SCA entre los individuos que realmente no
tienen SCA), asi como un elevado valor predictivo positivo (proporcion de pacientes con SCA y

cuyo resultado es positivo para dicho proceso).

En estas patologias la sensibilidad diagnostica (porcentaje de la poblacion con la prueba
positiva entre los individuos con SCA) no tiene tanto valor como la especificidad debido a que
interesa asegurarse el menor numero de resultados falsos negativos (prueba negativa en un

paciente con SCA) (20 y 21).

Cada una de las magnitudes bioquimicas tiene sus caracteristicas que la hacen 1til en un
momento determinado del proceso de diagnostico y, por tanto, los laboratorios han de dar
respuesta a unas cuestiones de importancia con respecto a estos pardmetros bioquimicos:

- Qué pruebas bioquimicas se deben solicitar.

- En qué momento del proceso de diagndstico se han de pedir.

- Ao largo del proceso de diagnostico, cudl debe ser la frecuencia de peticion.

- Cuales son los distintos criterios de interpretacion clinica de estos datos de laboratorio.

15
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A continuacion se describen las principales moléculas estudiadas a lo largo de los

ultimos afios, que se liberan a circulacion sanguinea tras un SCA:

3.1 Proteinas enzimaticas.
De las enzimas liberadas después de una lesion isquémica irreversible, la mayoria son

enzimas solubles o citoplasmaticas y, en menor cantidad, son mitocondriales.

- Aspartato aminotransferasa (AST, AAT, SGOT, L-aspartato: 2-oxoglutarato
aminotransferasa, EC 2.6.1.1).

Cada molécula de AST consta de dos unidades de la misma cadena polipeptidica. Los
pesos moleculares de estos dimeros son 93.000 daltons para la enzima soluble y 90.400 daltons

para la enzima mitocondrial (22).

Cataliza la transferencia reversible de un grupo a-amino de un aminoacido especifico
(L-glutamato o L-aspartato) a un cetoacido especifico (2-oxoglutarato u oxaloacetato). Es
bastante inespecifica para el par oxoglutarato/glutamato, mostrando una relativa inespecificidad
para el segundo sustrato que preferentemente es aspartato/oxaloacetato pero puede ser también
cualquier otro par aminoacido/oxoacido. Aunque a pH fisiologico la reaccion es
energéticamente favorable hacia la formacién de aspartato y a-cetoglutarato, in vivo, la reaccién
transcurre en sentido contrario proveyendo al organismo de una fuente de nitrogeno para el ciclo

de la urea. (Figura 2).

Aminoacido + 2-oxoflutarato <— Glutamato + « - Cetoacido

Aspartato _ongluta
Oxalacetato Glutamato_)/
Asp Glutamm
Tr nsaminasa Di-shdm enasa

Figura 2. Esquema de la reaccion catalizada por AST.

16
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El higado, corazén, musculo esquelético y rifidn tienen actividades similares de AST;

por ello, la liberacion de la enzima no es 6rgano-especifica.

Durante mucho tiempo su determinacion ha resultado util en el diagndstico del SCA,
por su alta presencia en musculo cardiaco y por su corta vida media, aproximadamente 20 horas,

pero debido a su gran inespecificidad cada vez se usa menos (23-25).

- Lactato deshidrogenasa (LD, LDH, (S)-lactato-NAD" éxidoreductasa, EC 1.1.1.27).

La enzima LD posee un peso molecular de aproximadamente 140.000 daltons y es un
tetramero compuesto por subunidades de peso molecular 35.000 daltons cada una. Las
subunidades consisten en dos formas, H (“Heart”, corazon) y M (“Muscle”, musculo), las cuales

se encuentran polimerizadas para formar las cinco isoenzimas de LD. (26)

Cataliza una reaccion redox reversible, en la que el piruvato es reducido a lactato
gracias a la oxidacién de NADH a NAD". El equilibrio de la reaccién es dependiente del pH;
con pH alcalino se favorece la conversion de lactato a piruvato y el pH neutro favorece la

reaccion inversa (figura 3) (27).

La isoenzima principal del corazon (HHHH), ejerce una actividad maxima en presencia
de concentraciones reducidas de piruvato y es inhibida por un exceso de éste. Por el contrario, la
principal isoenzima del musculo (MMMM) exhibe una actividad maxima con altas
concentraciones de piruvato y, un exceso de éste, produce menor grado de inhibicion. Esto se
debe a que el corazon metaboliza acidos grasos e hidratos de carbono a una velocidad constante
con una oxidacion completa del piruvato a través del ciclo de Krebs. Por el contrario, el
musculo, debe operar a las bruscas demandas energéticas durante el ejercicio con grandes
incrementos de los niveles tisulares de piruvato y lactato causados por el metabolismo

anaerobio.

17



Aranzazu Martin Garcia | 2009

La enzima LD se encuentra en el citosol de todas las células humanas y, por lo tanto,
tendria muy poco valor de especificidad diagndstica si no fuese por la presencia de isoenzimas,
que poseen actividades diferentes en los distintos tejidos. EI corazon y los eritrocitos contienen
principalmente LD, y LD,, mientras que el musculo esquelético y el higado contienen LD; y, en
menor grado, LD4y LDs. El suero normal contiene principalmente LD,, con una menor cantidad
de LD, y de las otras isoenzimas. Si las enzimas provienen del tejido cardiaco es posible, a

menudo, observar una modificacion sérica del cociente LD;/LD, (28).

Por otro lado, la vida media de LD depende de la isoenzima considerada; la isoenzima 1
(HHHH) exhibe una vida media de aproximadamente 100 horas, pero la isoenzima 5 (MMMM)
posee una vida una vida media de s6lo 10 horas. La importancia de este fendmeno es evidente
en la discusion del mecanismo de liberacion de enzimas durante el SCA. Por ello, su
determinacion ha sido utilizada durante mucho tiempo, aunque actualmente existen marcadores

mas especificos (29).

Figura 3. Esquema de la reaccion catalizada por LDH o LD (molécula de lactato a la izquierda y

de piruvato a la derecha).

18
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- Creatin quinasa (CK, CPK, adenosina trifosfato-creatin-N-fosfotransferasa, creatin
fosforiltransferasa, EC 2.7.3.2).

La molécula de CK es un dimero compuesto por dos subunidades, no idénticas: M y B.
Cada una tiene un peso molecular de 40000 daltons. Estas subunidades M y B, son el producto
de dos genes estructurales distintos, y puesto que la forma activa de la enzima es un dimero,
solamente pueden existir tres pares distintos de subunidades: BB o CK1 (“Brain”), MB o CK2 y
MM o CK3 (“Muscle”). Las tres isoenzimas se encuentran en el citosol celular o asociadas con

estructuras miofibrilares (30).

Cataliza la fosforilacion reversible de la creatina por el adenosin-trifosfato (ATP). El
principal componente fosforilado del musculo esquelético y cardiaco es el fosfato de creatina,
que estd, aproximadamente, unas 8 veces en exceso sobre el ATP. Cuando el musculo se
contrae, el ATP se consume y la enzima cataliza la refosforilacion del ADP para formar ATP,
usando fosfato de creatina como reservorio de la fosforilacion. Esto ocurre en situaciones con
un incremento de trabajo cardiaco, como en la hipoxia, hipertrofia cardiaca o insuficiencia

cardiaca (31).

En el tejido fetal predomina CK-BB y, con el transcurso del tiempo, esta isoenzima es
reemplazada por MB y luego por MM hasta que, finalmente, la isoenzima significativa es MM.
CK-MM, predomina en el musculo esquelético y cardiaco. CK-MB, esta presente en el musculo
cardiaco (de 25 a 46% de la actividad de CK total) y también, en menor grado, en el musculo

esquelético (< 5%) y otros tejidos (32).

En el suero normal, al menos un 95% es del tipo MM, y este fendmeno probablemente
sea el resultado de la liberacion desde el musculo esquelético, en particular durante la actividad

fisica.
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La actividad de CK se encuentra elevada en necrosis o atrofia aguda del musculo
estriado, enfermedades del corazon, hipertermia maligna, ultimas semanas de embarazo,
hipotiroidismo y, ligeramente, en inyecciones intramusculares y espasmos musculares. Aunque
no es especifico del corazon, se utiliza en la diagnosis del SCA, sobre todo, en el caso de CK-

MB (33).

- Mieloperoxidasa (lactoperoxidasa, MPO, donante: hidrégeno-peréxido oxidoreductasa,
EC 1.11.1.7).

Es una hemoproteina de 140000 daltons formada por una cadena pesada y una ligera. Su
funcion es la conversion de cloruro y peroxido de hidrégeno a hipoclorito. Se almacena en los
granulos azurdfilos de los polimorfonucleares neutrofilos y en los macrofagos. Se libera en el
liquido extracelular y en la circulacion general durante un proceso inflamatorio y esta implicado

en la oxidacion de lipidos (34).

El estrés oxidativo y la inflamacion, juegan un papel importante en la desestabilizacion
de la placa aterocoronaria. La infiltracion de los macrofagos y los neutrofilos en esta placa
ateroesclerdtica, participa en la transformacion de una placa estable en la arteria coronaria a una
lesion inestable con una fina capa fibrosa (35). Estas células secretan a la matriz
metaloproteinasas (MMPs) y mieloperoxidasa metal-independiente, las cuales degradan la capa
de colageno, que protege la placa de ateroma, transformandola en una fina capa fibrosa que es

vulnerable a la erosion o ruptura, dando lugar al SCA (36-38).

Los aumentos de mieloperoxidasa no parecen ser especificos de enfermedad cardiaca ya
que, la activacién de neutrofilos y macrofagos, puede ocurrir en algunos procesos infecciosos,

inflamatorios (39) o de enfermedad infiltrativa.
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- Isoenzima BB de la glucdgeno fosforilasa (amilofosforilasa, EC 2.4.1.1).
La glucogeno fosforilasa es una enzima dimérica (masa molecular de un monoémero,

97000 daltons), compuesto por subunidades idénticas (homodimeros) (figura 4).

Se encuentran tres isoenzimas en los tejidos humanos: GPLL (higado), GPMM
(musculo) y GPBB (cerebro). Estas isoenzimas estan codificadas por genes diferentes y difieren
tanto en estructura como en funcidn, reflejando diferencias en el metabolismo tisular. Tanto la
isoenzima BB como la MM se encuentran en el corazon humano, pero la isoenzima BB es
predominante. El misculo esquelético, por el contrario, contiene s6lo GPMM. La GPLL es el
isoenzima predominante en higado humano y otros tejidos excepto corazoén, musculo

esquelético y cerebro (40).

La enzima GPBB cataliza el primer paso de la glucdgenolisis, en el que el glucogeno
pasa a glucosa-1-fosfato por fosforolisis en presencia de fosfato inorganico y, a través de la
movilizacion del glucogeno, esta especialmente asociada con la provision de un suplemento
urgente de glucosa durante periodos de hipoxia e hipoglucemia (41,42). Esto sucede, por

ejemplo, en el caso del dafio miocardico.
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En la mayoria de pacientes con SCA, GPBB aumenta entre 2 y 4 horas tras el inicio del
dolor toracico y tiene su maximo entre las 6 a las 20 horas; vuelve a valores normales en 1-2
dias y todo ello ha hecho cuestionar su validez como indicador de dafio miocérdico irreversible

(43).

Estructura dimeérica de la glucogeno fosforilasa

Sitia ded of octer alostd o

Dominie M teorminal
(Subdominic de
unidn del glucd gona)

D pamvinio H-terminal
Subdominio do intorfasa)

Sithe de almocenamiemo
dul glucdgena

" Doeminio C sterminal
Centro activo

Sitio del PLP

Figura 4. Estructura dimérica de la glucogeno fosforilasa (PLP = cofactor fosfato de piridoxal)

(Dibujo creado por Nelio E. Bazan y Emilse Paccotti).
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- Las MMPs (metaloproteinasas, EC3.4.24).

Son una clase de 24 endopeptidasas, reguladores fisiologicos de la matriz extracelular,
que se encuentran en la mayoria de los tejidos. La produccion de estas sustancias estd regulada
en la transcripcion por ciertos precursores y por la interaccion con factores de crecimiento;
ademas, tienen inhibidores enddgenos especificos conocidos como inhibidores titulares de
metaloproteinasas (TIMPs). En el corazon, estas sustancias participan en la inestabilidad de la

placa, en la remodelacion vascular y ventricular tras enfermedad cardiaca (44).

De estas endopeptidasas destaca la MMP-9 (metaloproteinasa 9, EC 3.4.24.35),
proteinasa dependiente de zinc y que se conoce como gelatinasa B (45-48). Las gelatinasas
tienen 3 repeticiones del dominio de union de fibronectina que le unira a gelatina, colageno y

laminina. (49)

En el tejido vascular, la MMP-9 y otras MMPs estan localizadas en los bordes de las
placas ateroescleroticas (50, 51). En tejido cardiaco, la MMP-9 es parcialmente responsable de
la degradacion de factores de crecimiento después de dafo cardiaco. Parece claro que, tras una
elevacion aguda, la disminucion de produccion de MMP es parte esencial de la reparacion

después de dafio cardiaco agudo por lo que es estudiado como marcador de SCA (52).
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3.2) Proteinas no enzimaticas (53).

Tras la desintegracion de la membrana celular, se liberan otros componentes
citoplasmaticos como pueden ser proteinas no enzimaticas. De ellas la mioglobina, las
troponinas, la proteina C reactiva y el NT-proBNP son las mas estudiadas en el sindrome

coronario agudo.

- Mioglobina.
Es una proteina globular, relativamente pequefia ya que posee un peso molecular de
17000 daltons, integrada por una sola cadena polipeptidica de 153 aminoacidos y un grupo

prostético hemo, idéntico al de la hemoglobina, que contiene hierro (figura 7).

Figura 5. Modelo de dominios helicoidales en la mioglobina (Protein data bank).

Posee la capacidad de funcionar como reservorio intracelular de oxigeno, si bien la
cantidad real de oxigeno almacenable alcanza solamente para algunos latidos cardiacos.
Normalmente, alrededor del 70 % del oxigeno que llega al corazon es extraido para su

utilizacion. La mioglobina es la molécula encargada de almacenar este oxigeno extraido (54).

La curva de disociacion del oxigeno (figura 6), correspondiente a la mioglobina, es
diferente de la curva de disociacion de la hemoglobina (la mioglobina se une con mayor
facilidad y se disocia con mayor dificultad) y, por lo tanto, facilita la entrada de oxigeno en la

célula, siendo esencial para el mantenimiento de la funcion cardiaca.
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Mioglobimna

Hemooglabina

=y 70

Prasifin da (3, mmHg

Figura 6. Curvas de disociacion de la mioglobina y hemoglobina con el oxigeno.

Se encuentra en células del musculo esquelético y cardiaco. La mioglobina del musculo
esquelético y la del cardiaco son inmunoldgicamente idénticas y no pueden ser distinguidas por
métodos inmunologicos. Se libera como resultado de dafio celular y puede aparecer,
posteriormente, en orina debido a su masa molecular relativamente pequea. Debido a su
liberacion en las primeras horas tras un SCA y a su alta concentracion en musculo cardiaco, es
un marcador muy utilizado desde hace afios y hasta la actualidad en el SCA. No obstante, existe

controversia al no ser cardioespecifico (55).
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- La Troponina.

Complejo proteinico regulador de la funcion contractil del misculo estriado. Consta de
3 polipéptidos distintos: Troponina C, que fija el calcio; Troponina T, que liga el complejo
troponina a la tropomiosina; y Troponina I, que es la subunidad inhibidora del complejo

troponina-tropomiosina.

Este complejo sirve para regular la interaccion calcio-dependiente de actina y miosina,
por eso juega un papel integral en la contraccion muscular. Cada una de las tres subunidades,
que conforman la troponina, existe en 3 isoformas diferentes que son especificas del tipo de

fibra muscular del que proceden (56). (Figura 7)

Esquelético
(leato)

Esqueletico

(rapido)

Cardiaco

Figura 7. Izquierda. Heterogeneidad de las isoformas. Derecha. Estructura de una

miofibrilla. (Cummigs et al, AMER. Heart Yournal. 1987).

La troponina C es el componente sensor del Ca’" y tiene dominios de alta y baja
afinidad por este cation. En el musculo en reposo, los sitios de alta afinidad son ocupados por el
Ca”™ mientras que los de baja afinidad estdn vacios. Cuando el calcio es liberado del reticulo
sarcoplasmico, tras el estimulo nervioso provocado en la contraccion, ocupa los sitios de baja
afinidad produciéndose un cambio de conformacion que es transmitido a los otros componentes

del complejo troponina y luego a la tropomiosina (57).
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Parece ser que la troponina T controla la posicion de la tropomiosina en el filamento
delgado entre la actina y la cabeza S1 de la miosina. La tropomiosina interacciona con las
cabezas S1 de la miosina cuando el musculo esquelético es activado por impulsos nerviosos

(58).

La Troponina I, como se ha dicho anteriormente, existe en tres formas moleculares
distintas (isoformas) encontrados en fibras de musculo rapidas, fibras de musculo lentas y
corazon (cTnl), ésta Gltima expresada tanto en auriculas como en ventriculos y siendo de mayor
interés en el SCA. La cTnl tiene 30 residuos extra en el extremo amino terminal y se libera
precozmente al torrente sanguineo después de un SCA; parece persistir en plasma durante, al

menos, 5 a 7 dias (59-62).

La Troponina I y la Troponina T (63-70), que permanece presente en la sangre durante
10 a 14 dias, pero es menos precoz y cardioespecifica que la anterior, estan siendo muy usadas
en la actualidad como marcadores de sindrome coronario de urgencia al ser liberadas por el

tejido cardiaco.
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- Proteina C Reactiva (PCR).

Es sintetizada por los hepatocitos como proteina de 115000 daltons, integrada por cinco
subunidades idénticas dispuestas en un pentamero ciclico. En presencia del i6n calcio, dicha
proteina podria formar un complejo con el polisacarido pneumococico C, en una reaccion de

floculacion, viniendo de aqui su nombre (71).

Una variedad de estimulos incluyendo la infeccion, el trauma importante, la cirugia, y
condiciones inflamatorias cronicas (72) puede dar lugar a una mayor produccion de PCR.
Después de un estimulo, las concentraciones en plasma aumentan hasta duplicarse en 5-8 horas.
Como proteina reactante de fase aguda (73) que es, puede aumentar en 100 a 1000 veces su

valor inicial en procesos inflamatorios e infecciosos.

El mecanismo implicado, en la elevacion de la proteina C reactiva (PCR), en el
sindrome coronario agudo es motivo de controversia en la actualidad (74-76). Tedricamente, el
origen de la actividad inflamatoria podria residir tanto en la placa de ateroma complicada, como
en el foco de necrosis miocardica (77-81). La PCR (proteina C reactiva) ultrasensible (rangos
de medida de concentraciéon muy bajos), se estd empezando a usar como marcador bioquimico
de la inflamacion en las lesiones de las arterias coronarias, en prevencion primaria y secundaria

(82, 83).
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- Péptido natriurético tipo B (BNP) y segmento NT-proBNP.
Los péptidos natriuréticos contienen en su estructura un anillo de 17 aminoacidos, 11 de
los cuales son idénticos entre los distintos péptidos. Esta estructura de anillo es esencial para su

union al receptor (ligado a la guanilato ciclasa) (figura 8).

El sistema de péptidos natriuréticos tiene como funcion oponerse a los efectos negativos
del sistema renina-angiotensina-aldosterona (RAA), promoviendo la pérdida de sodio y de agua
con la consiguiente reduccion del volumen de fluidos corporales. Estas acciones también

conducen a la vasodilatacion y a una reduccion en la presion arterial a nivel renal.

El péptido BNP y el fragmento N-terminal de su propéptido (NT-proBNP) son liberados
de los miocitos cardiacos, en respuesta a incrementos de presion sanguinea en la pared
ventricular (84-92). Incrementos tanto del diametro de la camara ventricular, como de la presion
dentro del ventriculo izquierdo, durante la remodelaciéon tras un infarto transmural, o como
consecuencia de un dafio isquémico primario, puede contribuir a la elevacion de los péptidos

natriuréticos observado en pacientes con SCA (93-108).

pro-BNP (aa1 - 22108}

NT-proBNP (aa1 - 2276}

Figura 8. Estructura de BNP y NT-proBNP.
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- El sCD40L (ligando soluble de CD40; CD: cluster determinant o antigeno de superficie
de diferenciaciOn leucocitaria).

CDA40 es una proteina integral de membrana de 40000 a 45000 daltons que contiene 4
dominios extracelulares ricos en cisteina de 45 aminoacidos cada uno, propios de la familia del
TNF-R (receptor del factor de necrosis tumoral) (109). Su expresion es ubicua, hallandose en
todas las células presentadoras de antigenos (células B, células dendriticas,
monocitos/macrofagos), células T, epitelio timico, endotelio vascular, queratinocitos y
fibroblastos. También, se ha encontrado en varios tipos de carcinomas como el de ovario,
nasofaringe, higado, vejiga y mama. El fragmento citoplasmatico del CD40 se asocia a
segundos mensajeros de la familia TRAF (factor asociado al receptor del TNF). Dicha

asociacion modula la actividad de quinasas y fosfatasas que afectan el ciclo celular (110-114).

CD40L (CD154, gp39) es una proteina, de 32 a 39 KDa, que se expresa
predominantemente en linfocitos T CD4 activados, pero también se ha descrito en células T
CDS8, eosinofilos, mastocitos, basofilos, células asesinas naturales y células dendriticas (115).
Desde el punto de vista estructural, en la membrana se produce una asociaciéon en la que CD40L
forma un trimero y CD40 se une a dicho trimero en la interfase entre dos mondmeros. Las
interacciones CD40/CD40L son claves en la regulacion de numerosos procesos de activacion
del sistema inmune (116) (figura 9). La molécula CD40, esta presente en circulacion sanguinea
de forma soluble (sCD40), deriva de la activacion de plaquetas y tiene actividad biologica que
puede activar una reaccion inflamatoria en las células del endotelio vascular, secrecion de

citokinas y quimiokinas (117).

Se han demostrado aumentos en la concentracion de sCD40L (ligando soluble de
CD40) en desordenes inflamatorios como son las enfermedades autoinmunes, esclerosis

multiple y enfermedad inflamatoria 6sea, asi como en hipercolesterolemia y diabetes (118).
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En el contexto de un SCA, el CD40L ligado a la membrana y el sCD40L (soluble)
interaccionan con la molécula de recetor de CD40 provocando la liberacion de la matriz de
MMPs con la subsiguiente desestabilizacion de la placa (119). La liberacion de factores tisulares
activa a las plaquetas, las cuales producen mas sCD40L y perpettia la inflamacion y la actividad

protrombinica en la vasculatura.

Se han observado aumentos de sCD40L en pacientes con IAM, angina inestable y a
consecuencia de intervenciones coronarias percutdneas, asi como en mujeres aparentemente

sanas que desarrollaron [AM o muerte cardiovascular (120).

Hurman CID40—CID40L comples (mmodel}

Figura 9. Complejo CD40L-CD40 (MC. Peitsch, DR. Stampf, TNC. Wells, JL. Sussman
The Swiss-3DImage collection and PDB-Browser on the World-Wide Web.

Trends in Biochemical Sciences20 :82 - 84 (1995)).
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- Proteina A plasmatica asociada a embarazo (PAPP-A).
Es una glicoproteina sintetizada por el sincitiotrofoblasto, con un peso molecular
elevado (200000 daltons), que ha sido descrita como factor de crecimiento similar a insulina

(IGF). (121)

Potencialmente es una molécula proateroesclerdtica, a través de su accion
desintegradora de la capa protectora de la placa de ateroma. La PAPP-A, en situaciones
fisioldgicas normales, se encuentra en los fibroblastos humanos y se libera, durante la ruptura de
la placa aterosclerdtica, como un homodimero activo, desacomplejado de su inhibidor proMBP
(pro forma de la proteina basica mayor eosinofilica) (122). La PAPP-A ha sido evaluada como
marcador de riesgo cardiovascular en individuos hiperlipidémicos asintomaticos, mostrando una

correlacion con la degradacion de las placas ateroscleroticas carotideas (123-131).

En el embarazo, la PAPP-A circula en un complejo heterotetramérico, consistente en
dos subunidades de PAPP-A unidas, covalentemente, con 2 subunidades de la proforma de la
proteina basica mayor eosinofilica (proMBP) que es su inhibidor enddgeno (132). Se cree que,
la PAPP-A circulante en un SCA, es una forma distinta de la PAPP-A encontrada en el suero de

embarazadas (133).
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- Albumina modificada por isquemia.
La observacion de que la isquemia miocardica produce una baja capacidad de unién del
cobalto con la albumina, ha sido un desarrollo reciente de la FDA (Food and Drug

Administration) (134).

El test ACB es un ensayo cuantitativo que mide la albumina modificada por isquemia
(IMA) en suero humano. Los métodos actuales van encaminados hacia la tecnologia del

inmunoanalisis (135, 136).

Su determinacion tiene un pobre poder discriminador entre pacientes isquémicos con y
sin infarto de miocardio. Un test positivo ACB, no muestra diferencias entre angina inestable y
necrosis miocardica inestable, donde los marcadores de necrosis no estan todavia aumentados.
Se necesitara evidencia clinica adicional para dar soporte a este marcador (137-150). Ademas,
se encuentran valores aumentados de albumina modificada por isquemia en pacientes con
cancer, infecciones, enfermedad renal en estadio final (151), enfermedad hepatica, e isquemia

cerebral.
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- Factor de crecimiento placentario (PIGF).

Es una proteina formada por un heterodimero de 50000 daltons consistente en 149
aminoacidos, de la familia de proteinas derivadas de plaquetas, y con alta homologia con el
factor de crecimiento del endotelio vascular; por ello, funciona como potente quimioatrayente
de monocitos (efecto inductor de quimiotaxis en el cual células del organismo dirigen sus
movimientos de acuerdo a ciertas sustancias quimicas) y estd envuelta en la regulacion del

crecimiento del endotelio vascular (152).

Las funciones bioldgicas del PIGF parecen estar relacionadas con la iniciacion del
proceso inflamatorio, lo cual incluye el reclutamiento de macréfagos circulantes hacia la lesion

ateroesclerdtica y la estimulacion del crecimiento en las células musculares (153-156).

La busqueda de procesos implicados en la ateroesclerosis y la inestabilidad de placa ha
llevado a descubrir que el proceso inflamatorio es fundamental (157); el PIGF parece que si es
estable en circulacion y, por ello, debe ser considerado un fuerte candidato como biomarcador

de inestabilidad de placa, isquemia miocardica y prognosis de pacientes con SCA.
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- Lipoproteina asociada a fosfolipasa A2.

Las lipoproteinas de baja densidad (LDL) son una poblacion de particulas heterogéneas,
respecto al tamafio, densidad y composicion quimica (158-160). Estas diferencias han partido
del reconocimiento de 2 fenotipos distintos: fenotipo A, que se asocia con particulas de LDL
grandes y huecas; y fenotipo B, en las cuales predominan particulas de LDL pequeiias y densas
(sdLDL) (161). Varios estudios (162) han mostrado que las particulas sdLDL son mas

aterogénicas que las particulas de LDL grandes y vacias.

El factor activador de plaquetas (PAF), también conocido como acetilhidrolasa o
fosfolipasa A2 (PLA2), independiente de Ca2+, degrada y oxida fosfolipidos, catalizando la
hidrolisis de la unién éster (163). La PAF-acetilhidrolasa en plasma estd acomplejada con las
lipoproteinas, sobre todo sdLDL; por ello se la conoce como fosfolipasa A2 asociada a

lipoproteina (Lp-PLA2) (164, 165).

Datos recientes de estudios en la poblacidon caucasiana indican una asociacidon positiva
entre la masa o actividad de Lp-PLA2 en plasma y el riesgo de incidente ateroesclerotico (166-

173).
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3.3) Otras moléculas. Tras el dafio de la membrana citoplasmatica se liberan otros componentes

del citosol que pueden tener valor como marcadores del SCA (174).

- Colina.
La Fosfatidilcolina y la fosfatidiletanolamina son los principales fosfolipidos de las
membranas celulares. Cuando éstos se degradan en isquemia, por accion de las fosfolipasas, se

libera colina a circulacion sanguinea.

Varios estudios experimentales (175, 176) apoyan el concepto de que la activacion de la
fosfolipasa D es el evento clave en varios procesos fundamentales de la desestabilizacion de la
placa coronaria: estimulacion de macréfagos por oxidacion de LDL, secrecion de MMPs,
activacion de plaquetas por colageno y trombina, y promocion de la unioén de fibrinogeno al

receptor de la glicoproteina IIb/Illa (177).

La colina en sangre total podria ser un predictor significativo de morbilidad cardiaca,
cuando se mide en la primera muestra de sangre obtenida en la llegada a urgencias del paciente,

ya que su pico de liberacién es a las pocas horas del proceso agudo (178).
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3.4) Nuevos marcadores relacionados con el SCA.

- Colesterol.

En el 2001 se publicaron las guias ATP III del National Cholesterol Education Program
Adult (179), un sistema basado en la evidencia de pautas para el control del colesterol. Los
ensayos confirman la ventaja de la terapia para disminuir el colesterol en pacientes de riesgo
elevado y apoyan el objetivo de una concentracion sérica de LDL-Colesterol (lipoproteina de
baja densidad ligada al colesterol) <100 mg/dL. Por las mismas razones se recomiendan unos

niveles de LDL-C < 70 mgdL cuando el riesgo es muy alto.

Los examenes epidemioldgicos han demostrado que los niveles totales del colesterol en
suero estan correlacionados de forma continua con el riesgo de enfermedad cardiovascular sobre

una amplia gama de valores.

- Acidos grasos libres.

La mayoria de los acidos grasos libres en suero (AGL) estan unidos a la albumina, una
pequeia proporcion se encuentran en forma soluble (AGL soluble). En las bases de los
descubrimientos preliminares, las concentraciones de AGL solubles, mas que AGL total, puede

proveer una guia sensible a la patofisiologia de enfermedad coronaria (180).

Los mecanismos que inician y mantienen aumentados las concentraciones de AGL tras
isquemia no estan claros. Un aumento de catecolaminas sanguineas en asociacion con isquemia,
sugiere que un aumento de las concentraciones de AGL solubles resulta de un aumento de AGL

liberado por la lipolisis adiposa (181).
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Aunque la isquemia activa la oxidacion lipidica en las células cardiacas, el gran
incremento en suero parece atribuirse a los AGL originados de otros tejidos, como el adiposo.
Los datos sugieren que en pacientes con sintomas isquémicos, la monitorizacion de AGL
solubles plasmaticos puede ser indicador temprano de isquemia cardiaca. Los ensayos
adicionales necesitan ser evaluados para su uso potencial como biomarcador de isquemia

cardiaca (182, 183).

- Estudios genéticos

En la actualidad se esta aplicando la genética en el estudio del SCA. Uno de los trabajos
mas importantes (184) se realizd en la poblacion de Islandia donde se identificaron las primeras
variantes genéticas ligadas a la forma comun del SCA. Entre otras conclusiones, se demuestra
que las variantes de un gen contribuyen al riesgo de enfermedad aumentando la produccion de
una molécula proinflamatoria llamada leukotrieno B4 (LTB4). LTB4 contribuye a la
inflamacion de las placas que se acumulan en la pared interna de las arterias, aumentando la
propension de las placas a su ruptura. Este es el acontecimiento que precede directamente la

mayoria de los SCA.

Estos resultados han dado un acercamiento terapéutico, directo y potencialmente de
gran alcance para prevenir el SCA: inhibir la sintesis de LTB4. Es el efecto bioldgico basico con

el que se disefian dos compuestos en desarrollo:

1. DGO51, una molécula pequefia de primera generacion desarrollada en la unidad de
quimica en Chicago, es un inhibidor de la hidrolasa del leukotrieno A4 (LTA4H). LTA4H es la
proteina codificada por uno de los genes ligado al riesgo del SCA, y estd implicado

directamente en la sintesis de LTB4 (185).
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2. DGO31, se estd reformulando actualmente para la prueba clinica de fase III, se
desarrolla en Bayer AG y es un inhibidor de la proteina que activa la lipoxigenasa 5, o FLAP.
FLAP es codificada por el otro gen aislado en los trabajos de genética del SCA y regula el

primer paso en el camino bioquimico de sintesis de LTB4 (186).

También se estan aplicando estos descubrimientos de la genética para optimizar el
desarrollo clinico en etapas tardias. Ademas, se esta estudiando la relacion de genes como el de

la beta-miosina, MYBPC3 (proteina C ligada a la cadena pesada de la miosina), troponina I y

troponina T (187).
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- Otros biomarcadores, metabélicos e inflamatorios, como el péptido natriurético
tipo C (188), la endotelina 1 (189), adelina, miotrofina (190), urotensina II (191-193),
adrenomedulina (194), cardiotrofina 1 (195), urocortina (196), dimero D, fibrinégeno (parece
estar involucrado en la patogeneidad de los fendomenos tromboticos cardiovasculares),
plasminégeno (su déficit se asocia con riesgo trombdtico), homocisteina y selectina P soluble

(197), han emergido en la literatura.

Ante la gran cantidad de informacién sobre los marcadores bioquimicos en el
diagnostico y pronodstico del SCA, la NACB establece unas recomendaciones de uso en la

practica clinica:

- Recomendaciones de la NACB para el SCA (198-199).

En la sexta conferencia sobre la estandarizacion en la préctica del laboratorio,
patrocinada por la National Academy of Clinical Biochemistry (NACB), y que se llevo a cabo
el 4 de agosto de 1998, en la reunioén anual de la AACC (American Association for Clinical
Chemistry), en Chicago, se cred un comité de expertos para redactar las recomendaciones en el
uso de marcadores bioquimicos en enfermedades cardiovasculares. A continuacién se resumen

las conclusiones establecidas en las recomendaciones:

- El sindrome coronario agudo es una serie continua de efectos fisiopatologicos,

resultado de la ruptura de una placa aterosclerdtica, con la agregacion y la formacion
subsiguiente de trombo plaquetario que puede conducir a las presentaciones clinicas que van
desde enteramente asintomdtico, a la angina inestable, IAM y muerte cardiaca repentina
atribuible a las arritmias. Por ello existen muchos marcadores implicados en estos procesos

fisiopatologicos.
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- El diagnéstico de pacientes con dolor toracico en el servicio de urgencias es uno de los

desafios mas dificiles al que hacen frente los médicos de hoy (200). Los miembros de los
departamentos de urgencias, cardiologia, administraciones del hospital, y los laboratorios
clinicos deben trabajar conjuntamente para desarrollar un protocolo para el uso de marcadores
bioquimicos en la evaluacion de pacientes con SCA. Este protocolo debe aplicarse tanto en el

servicio de urgencias como en otras areas del hospital.

- Muchos hospitales tienen hoy un area dedicada al SCA dentro del servicio de
urgencias. Estas areas se han denominado como centros de dolor toracico, cuartos de
emergencia del corazon, o algunos otros términos que indican que el diagnoéstico eficiente de
estos pacientes es un objetivo importante de estos centros. En esta area se debe establecer una
pauta de practica clinica, para la evaluacion de pacientes con dolor toracico, que reducira la
variabilidad de practicas entre médicos e instituciones mejorando, al mismo tiempo, la exactitud

de las decisiones diagnosticas.

- E1 50% de pacientes con SCA acuden al servicio de urgencias con evidencia de lesiéon

aguda del miocardio en el electrocardiograma (ECG). En estos pacientes (201, 202) se debe

considerar una intervencion aguda de terapia con agentes tromboliticos o la angioplastia dentro
de las 12 h después del inicio de los sintomas (203, 204). En pacientes con un ECG claramente
diagnostico (elevaciones del segmento ST, presencia de ondas Q...), se puede establecer que el
paciente sufre un SCA y se puede iniciar el tratamiento inmediato sin aguardar los resultados

para el marcador bioquimico. En estos casos el andlisis del marcador bioquimico (por ejemplo,

dos veces por dia) tiene valor para la confirmacién de la diagnosis, para estimar

cualitativamente el tamafio del infarto (205), v para detectar la presencia de complicaciones

tales como un reinfarto.
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- El marcador bioquimico ideal es el que tiene alta sensibilidad y especificidad clinica,

aparece de forma precoz después del SCA para facilitar la diagnosis, que permanece elevado

durante varios dias después del suceso, y vuelve a_concentraciones normales en poco tiempo

(206). Se recomienda utilizar dos marcadores bioquimicos para la diagnosis del SCA: un

marcador precoz (que aumenta en sangre dentro de 6 horas después del inicio de los sintomas) y
un marcador definitivo (que se eleva en sangre después de 6-9 horas, con alta sensibilidad y
especificidad para lesion miocardica y que permanece elevado varios dias después del inicio)

(207).

- Para los pacientes que tienen un ECG ambiguo (sin inversion de la onda Q), los
marcadores cardiacos tienen un papel esencial en el diagnostico de SCA. En 1986, la ACEP
(American College of Emergency Physicians) recomendd una pauta basada en la determinacion
de CK total y CK-MB en suero en el momento del ingreso, 12 y 24 h después y, la
determinacion de isoenzimas de LD cuando el ingreso fuera posterior a las 24 horas del inicio
del proceso agudo. El comité de la NACB cree que esta estrategia no es adecuada para resolver
las necesidades de diagnostico actuales. El estudio del SCA requiere la obtencion y

determinaciéon de pruebas seriadas (a lo largo del tiempo en intervalos establecidos, por

ejemplo, cada 6 horas) en sangre para los marcadores cardiacos aceptados en esta reunion.

- A diferencia de la mioglobina, CK total, CK-MB, y LD, los resultados positivos para
c¢TnT y cTnl (209) son altamente indicativos de dafio del miocardio, sin existir liberacion de

estas proteinas en musculo esquelético u otros tejidos.
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- Se han producido mejoras importantes en la especificidad y sensibilidad analitica de
nuevos marcadores cardiacos (tales como troponina cardiaca (210-214)) y aumentos en la
sensibilidad analitica para marcadores mas antiguos tales como CK-MB. Un aumento de la
sensibilidad analitica en estas pruebas, hace que aumentos pequefios en marcadores sensibles,
tales como troponina cardiaca (215), proporcionen la informacion clinica adicional que no es
evidente con los marcadores convencionales enzimaticos. Los nuevos marcadores se comparan
a los marcadores estandares aceptados, y puede ocurrir que los resultados estén discordes el uno

del otro.

- El riesgo es aditivo, es decir, cuanto mas elevadas son las concentraciones de cTnT y
de ¢Tnl en sangre, mas alto es el riesgo anticipado. Asi, la deteccion de un bajo grado de lesion
del miocardio es posible con el uso de una baja concentracion de corte para la troponina
cardiaca, tal podria ser el uso del limite superior del intervalo de referencia. Se trata de una
estrategia que es menos aplicable para los marcadores no especificos tales como CK-MB (216-

219).

- Bajo los criterios para el diagnostico del IAM que son redefinidos por la OMS u otros
grupos clinicos como AHA (American Heart Association), el comité de la NACB recomienda la
designacion de dos puntos de corte para la troponina cardiaca; un limite bajo que detecta una
cantidad pequefia de lesion del miocardio pero clasifica esos pacientes como de riesgo elevado,

y un limite mas alto con extension de la lesion hasta JAM.
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- Los resultados obtenidos de la determinacion de CK-MB en suero, entre el limite
superior de normalidad y el limite de decision para IAM se consideraban “zona gris”. Esta
practica era apropiada al no ser el origen de la CK-MB especificamente cardiaco, y habia
sujetos sanos que tenian en suero actividad o masa medible de CK-MB liberada por el musculo
esquelético. El uso de un punto de corte bajo de CK-MB haria que muchos de estos pacientes
fueran clasificados incorrectamente como de alto riesgo cardiaco. Para la ¢TnT y la cTnl, la
zona gris no debe utilizarse porque connota incertidumbre en la interpretacion clinica. Los

pacientes con dolor toracico, con resultados de laboratorio para ¢TnT y c¢Tnl entre el limite

superior del intervalo de referencia y el limite de decisién para IAM deben ser etiquetados como

pacientes con “lesion del miocardio” (220).

- Aunque a menudo se sabe el momento de inicio del dolor toracico para los pacientes

con sospecha de SCA, algunas veces, esta informacion no estd disponible, o es menos fiable,
para pacientes con angina inestable y otras enfermedades cardiacas. Para la practica clinica

rutinaria, la obtencién de sangre debe referirse al momento de presentacion del sindrome agudo

y, cuando sea posible, al tiempo transcurrido desde el inicio del dolor toracico.

- Otro punto importante discutido es el tiempo de respuesta (TATs) de los resultados de

laboratorio. Los factores que lo afectan incluyen el retraso en la entrega de la muestra al
laboratorio, los pasos preanaliticos necesarios para preparar la muestra, la duraciéon del andlisis
en si mismo, y la entrega de resultados al médico. El comité de la NACB recuerda que el tiempo
para la entrega de muestras al laboratorio no esta siempre bajo control del propio laboratorio;
sin embargo, este personal debe trabajar de cerca con las personas implicadas para reducir el

retraso al minimo.
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- El analisis de sangre para los lipidos tales como colesterol y las lipoproteinas LDL y
HDL se utiliza para establecer el riesgo de enfermedad coronaria (222). Como tal, estos

marcadores se estdn utilizando para el screening de individuos asintomaticos. Como los

marcadores cardiacos sensibles han demostrado proporcionar informacion para la estratificacion
del riesgo (223), puede haber un impetu por utilizar estos marcadores como parte de un panel
bioquimico de rutina para detectar la presencia de isquemia silenciosa, o después de una prueba
de estrés por ejercicio para detectar la presencia de lesion isquémica. Actualmente, no hay datos
disponibles para recomendar el uso de marcadores cardiacos, por ejemplo ¢TnT o c¢Tnl, para la
investigacion de sindrome coronario agudo en pacientes asintomaticos. La probabilidad de
detectar isquemia silenciosa o silente es extremadamente baja y no puede justificar los costes de

programas de investigacion (224).

- Muchos participantes de la conferencia creian que la medida continuada de
marcadores era util en la deteccion de un reinfarto, estimado en un 17% de pacientes con IAM.
Si ocurre antes de que el marcador vuelva a concentraciones normales tras el infarto original,
puede que no se detecte su presencia porque los marcadores liberados del segundo
acontecimiento son indistinguibles de los liberados por el acontecimiento inicial. Por ello, el uso
de los marcadores cardiacos que vuelven a concentraciones iniciales en poco tiempo, puede
tener una ventaja sobre el uso de los marcadores que tienen un aclaramiento lento de circulacién

(208).

- Como la troponina se mantiene aumentada muchos dias después del IAM es posible
que, sin una historia clinica completa, los aumentos pequefios de troponina sin aumento de
actividad de CK-MB pudieran reflejar simplemente un IAM en el cual la CK-MB habia vuelto a
la normalidad. Debido a este hecho, se abogd por el uso de CK-MB masa como prueba
disponible para este proposito. Sin embargo, el empleo de la mioglobina podria satisfacer esta

necesidad porque seria normal en estos pacientes de presentacion tardia del IAM (221).
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Figura 11. Diagrama del comportamiento de marcadores cardiacos en sangre frente al tiempo
después del inicio de los sintomas. Linea A, Mioglobina tras SCA; linea B, troponina tras SCA;

linea C, CK-MB tras SCA; linea D, troponina cardiaca después de la angina inestable. (Panteghini

M. Acute coronary syndrome. Biochemical strategies in the troponin era. Chest 2002;122:1428-35).

- Los marcadores bioquimicos pueden ser utiles en otras situaciones tales como
seguimiento del proceso de revascularizacion. La revascularizacion aguda es actualmente el
proceso establecido para pacientes con SCA con elevacion del segmento ST (225). Los

objetivos para la terapia trombolitica y/o angioplastia coronaria transluminal percutdnea son

recanalizar las arterias ocluidas y reducir la mortalidad. Los marcadores cardiacos pueden ser

utilizados para determinar el éxito o fracaso de tales terapias (226, 227).

Cuando la reperfusion es acertada, los pacientes con IAM que desarrollan circulacion
coronaria alternativa liberaran una cantidad de enzimas y proteinas a circulacion (fenémeno de
desagiie) en torno a los 90 minutos después de la iniciacion de la terapia. La obtencion de sangre
60 minutos después de iniciada ésta pueda ser 1util en la determinaciéon precoz de una
reperfusion acertada pero, en casos de recanalizacion tardia, podria fallar. Aunque este intervalo

es aceptable, podria retrasar cualquier decision.
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- Los marcadores cardiacos también se han utilizado para detectar la presencia de IAM

perioperatorio_en pacientes sometidos a procedimientos quirargicos (228, 229). El uso de

marcadores cardiacos no especificos, tales como CK, CK-MB, mioglobina, y LD, han limitado
su utilidad porque son liberados de tejidos no cardiacos. La utilidad de la troponina cardiaca,
para la deteccion de IAM perioperatorio, ha demostrado ser superior a otros marcadores

cardiacos tal como CK-MB.

- Establecer la gravedad del infarto puede ser util como herramienta de investigacion en

ensayos clinicos de farmacos nuevos (por ejemplo, terapia trombolitica intravenosa, inhibidores

de la trombina, e inhibidores de la glicoproteina IIb/Illa) o de los procedimientos (por ejemplo,
angioplastia) disefiados para limitar el grado de lesion del miocardio, o en estudios que implican

lesion que ocurre cuando una arteria ocluida es perfundida repentinamente (230).

- Se ha establecido una recomendaciéon para las plataformas del analisis y
marcadores del infarto agudo de miocardio. El uso de CK-MB se ha sustituido por ¢cTnT y
cTnl por su disponibilidad y porque el coste para tales analisis llega a ser competitivo con los
ensayos de CK-MB masa (231). Si un hospital esta utilizando ya ¢TnT o ¢Tnl, el comité de la
NACB recomienda que las medidas de los isoenzimas de lactato deshidrogenasa y f-
hidroxibutirato deshidrogenasa deben eliminarse inmediatamente, no hay ninguna
recomendacioén en cuanto a la eliminacion de las medidas para CK total. Este marcador es
barato y facilmente disponible en laboratorios clinicos, y puede ser muy util para la deteccion de
lesién o de enfermedad del musculo esquelético. La troponina cardiaca (T o I) es el nuevo
estandar para la diagnosis del infarto de miocardio y deteccion de necrosis celular,

substituyendo a CK-MB.

- Como conclusion, el comité de la NACB destaco el establecimiento de las metas

analiticas para los andlisis de nuevos marcadores bioquimicos. Esto asistira a fabricantes en la

puesta a punto de nuevos procedimientos (232).
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4. Objetivos.

El nimero de pacientes que presentan un cuadro sugestivo de SCA sigue creciendo en
las instituciones sanitarias espafiolas. Las manifestaciones clinicas que presentan dichos
pacientes son muy diversas, haciendo dificil el diagndstico; ademas, el tiempo transcurrido
desde la presentacion de los sintomas hasta el tratamiento es directamente proporcional a la

mortalidad de estos pacientes.

La informacion sobre los marcadores bioquimicos utilizados en el diagnostico del SCA
es muy amplia en los ultimos afios y, a menudo, confusa. Por todo ello, este trabajo pretende
revisar los principales marcadores utilizados en los ultimos afios, asi como los que van
emergiendo en la literatura, con la esperanza de que los resultados obtenidos en el mismo
puedan ser extrapolados a la poblacion que asiste el hospital y poder clarificar informacion y

unificar criterios.

Los objetivos especificos de este trabajo son:

1. Estudiar los principales marcadores de diagndstico y prondstico del SCA en una
poblacion perteneciente al Area Sanitaria 6. Esta poblacion se subdivide de forma
reprospectiva en si el diagnostico definitivo es SCA (grupo de casos) o es otra patologia

diferente (grupo de controles).

2. Recopilar los resultados obtenidos en otros estudios para los marcadores analizados

teniendo en cuenta todo lo publicado anteriormente.

3. Comparar el comportamiento de los marcadores estudiados tanto para diagnoéstico como
para prondstico del SCA en los grupos de poblacion establecidos, entre ellos y con lo

descrito en la bibliografia.
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Estudiar la influencia de determinados factores fisiologicos individuales, tales como
sexo, edad, consumo de tdxicos, hipertension, hiperglucemia, hipercolesterolemia,

alteraciones genéticas,... en el origen y desarrollo de un SCA.

Analisis de marcadores (cTnl, CK y LD) en el tiempo de forma seriada.

Disefiar una formula y un score para la estratificicacion de riesgo de SCA en pacientes,

donde se conviene el uso de distintos marcadores. Validacion de este modelo.

Demostrar la posible utilidad del modelo estadistico anterior en la practica clinica.
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v' MATERIAL Y METODOS.

1. Poblacion de estudio.

Se trata de un estudio de casos y controles realizado de manera retrospectiva en el
hospital Universitario Puerta de Hierro. Este hospital contaba con 500 camas de hospitalizacion
y tenia 16367 ingresos anuales en el momento de realizacion del estudio. En él se realizaban

507371 consultas y 66781 urgencias anuales.

Se analiza una poblacion de 238 pacientes a los que se les solicita analitica urgente tras
acudir al servicio de urgencias del Hospital Universitario Puerta de Hierro, o que permanecen
ingresados en el propio hospital, y sugestivos de sufrir un SCA segun los criterios estandar de la

European Society of Cardiology/American College of Cardiology Committee (234).

El seguimiento se hace desde Septiembre del 2005 a Mayo del 2006. Los pacientes se
clasifican en dos grupos: casos (pacientes con diagnéstico definitivo de SCA) y controles

(pacientes con diagndstico definitivo distinto al SCA).

Dentro del grupo de pacientes con SCA, el 13 % tiene dos factores de riesgo, el 15 %
tres factores de riesgo y un 6 9% presenta los cuatro factores de riesgo estudiados

(hipercolesterolemia, hiperglucemia, tabaquismo e hipertension arterial).

A todos los pacientes se les realiza electrocardiograma, exploracion fisica y analitica en
el momento de ingreso y a las 4, 8, 12 y 24 horas segln el protocolo de urgencias para dolor

toracico.
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Se excluyen aquellos pacientes a los que no se les puede realizar al completo las
pruebas necesarias para diagnosticar un SCA por fallecimiento del mismo o alta voluntaria.
También se excluyen los pacientes cuyo dolor toracico tiene origen no cardiovascular claro y a
los que para el diagnoéstico de SCA no es necesaria la determinacion de marcadores

bioquimicos.

La informacion se obtiene a través de las historias clinicas de los pacientes y del sistema
informatico del laboratorio (Omega, Roche Diagnostics). Este sistema informatico es utilizado

con finalidad tanto clinica como administrativa y tiene una alta fiabilidad.
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2. Variables recogidas.

Las variables recogidas en el estudio se pueden agrupar de la siguiente forma:

2.1 Epidemiologicas:
- Al paciente, y en caso de no ser posible, a los familiares se les pregunta si
padecia hipertension, diabetes e hipercolesterolemia previas, la edad, sexo, historia de

tabaquismo y antecedentes personales y familiares de cardiopatia isquémica.

2.2 De presentacion:

- Al paciente, y en caso de no ser posible, a los familiares, se les pregunta por
las presencia o ausencia de dolor toracico, las caracteristicas del dolor, su duracion v,
tras realizarse el electrocardiograma de urgencia, se anotan las alteraciones del

electrocardiograma.

2.3 Analitica:

- Segun el protocolo de urgencias establecido en el hospital para SCA se
determinan cTnl, CK total, CK-MB actividad, fibrindgeno, plasminégeno y dimero D.
Posteriormente, se guardan los sueros, separados y congelados para la determinacion de
LD, PCR, creatinina, HDL-colesterol, colesterol total, NT-proBNP, mioglobina y
albimina modificada por isquemia. Para la determinacién de homocisteina,
mieloperoxidasa y mutaciones genéticas, se congelan las muestras de sangre total en
EDTA a -20 °C hasta su determinaciéon. Todas las muestras son anonimizadas

(desvinculadas de los datos demograficos del paciente).

2.4 Ecocardiografia:
- Se incluyen las medidas del tabique, pared posterior, diametro telediastélico,
diametro telesistolico, fraccion de eyeccion, diametro de auricula izquierda y alteracion

de la contractilidad segmentaria
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3. Muestras utilizadas.

Se obtienen muestras de sangre en el momento de atencion al paciente en el servicio de
urgencias, en el caso de pacientes extrahospitalarios, y de presentacion del proceso agudo en

pacientes intrahospitalarios, seglin el protocolo establecido para posibles SCA en el hospital.

Segtin el protocolo citado anteriormente, se deben extraer tres tubos de sangre:

- Uno de sangre total con EDTA como anticoagulante. Se utiliza para estudio de serie
hematoldgica. Este tubo es congelado posteriormente, a — 20 °C, que es la conservacion

mas correcta para los estudios genéticos.

- Uno de sangre total con citrato como anticoagulante. Se utiliza para la determinacioén

de proteinas de la coagulacion.

- Uno de suero sin anticoagulante. Se utiliza para la determinaciéon de proteinas y
enzimas séricas. Una vez hechas las pruebas incluidas en el protocolo, el suero se separa

y congela a — 20 °C. Este suero sera utilizado para el resto de determinaciones séricas.

En las extracciones sucesivas, so6lo se necesita un tubo de sangre con anticoagulante
EDTA para estudio de la serie hematoldgica, y un tubo de sangre sin anticoagulante para la

determinacion de las concentraciones séricas de CK, ¢Tnl y LD.
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4. Metodologia: sistemas analiticos, técnicas y reactivos.

4.1 Métodos automatizados mediante sistemas analiticos.

4.1.1 Métodos automatizados en analizador STA® R Evolution (Roche Diagnostics

Espaiia).

STA® R Evolution es un analizador de coagulacién automatizado de acceso abierto y
aleatorio, para la realizacion de tests de coagulacién cromogénicos e inmunoldgicos por
aglutinacion. Este aparato integra 3 principios de medicion: coagulacion (viscosidad basada en

medidas cronométricas), absorbancia fotométrica (450 nm) y turbidimetria (540 nm).
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Los reactivos utilizados son:

* Dimero D (Ref. 11777009 140).

Test in vitro para la determinacién cuantitativa del dimero D en plasma citratado. El
ensayo consiste en que particulas de latex recubiertas de anticuerpos monoclonales aglutinan en
presencia de productos de degradacion de la fibrina. Esta aglutinacion provoca una mayor
dispersion de la luz que se mide como aumento de la densidad optica. Se calcula la

concentracion extrapolando el aumento de densidad oOptica en la curva de calibracion.

Los reactivos vienen preparados para su uso:
- Reactivo 1. Tampon reactivo: tampon TRIS, pH aprox. 7,5.
- Reactivo 2. Suspension de particulas de latex recubiertas de anticuerpos monoclonales

especificos de dimero D (raton), estabilizada con albimina bovina.

El reactivo ha sido previamente calibrado frente a Asserachrom D-Dimer (Roche
Diagnostics). La exactitud y reproducibilidad de los resultados se confirma mediante controles

STA Liatest Control I/I (Ref. 11777017).

El intervalo de ensayo es 0,22-4,00 ug/ml de dimero D (en unidades de equivalentes de
fibrinogeno, UEF). Si el test se realiza con dilucién automatica de la muestra, el intervalo de

medicion es de 0,22-20 ug/mL (en UEF).
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* Fibrinogeno (Ref. 10658642 140).

Test in vitro para la determinacion cuantitativa de las concentraciones de fibrindgeno en
plasma citratado segun el método de Clauss (en presencia de un exceso de trombina, el tiempo
de coagulacion de la muestra de plasma diluida es inversamente proporcional a la concentracion

de fibrindgeno).

El reactivo tiene la siguiente composicion:
- Trombina humana > 70 unidades/ml, liofilizada. Para su preparacion se debe disolver

su contenido con 5,0 ml de agua destilada, se deja reposar 30 minutos a 18-25 °C.

El reactivo ha sido previamente calibrado especificamente segin lote con STA

Unicalibrator (Ref. 11776584). La exactitud y reproducibilidad de los resultados se confirma

mediante controles STA PreciClot Plus I/II/IIT (I-normal, II/I1I-patologico).

El intervalo de ensayo es 1,5-9,00 g/l.
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- Plasminogeno (Ref. 11776916 140).

Ensayo fotométrico para la determinacion cuantitativa in vitro de la actividad de
plasmindgeno, con un sustrato cromogénico, en plasma citratado. Un exceso de estreptoquinasa
unido al plasmindgeno de la muestra, forman un complejo con actividad similar a la plasmina.
La cantidad de estreptoquinasa-plasmindégeno formado se mide por su acciéon en el sustrato
sintético cromogénico. La cuantificacion viene dada por la cantidad liberada de p-nitroanilina,

medida a 405 nm.

Los reactivos utilizados son:
- Reactivo 1: estreptoquinasa, aproximadamente 15.000 Ul/vial, estabilizado con
albiimina humana; liofilizado.
- Reactivo 2: sustrato cromogénico H-D-But-CHA-Lys-pNA-2AcOH (CBS 30.41),
aproximadamente 16.5 umol por vial; liofilizado.
Se disuelve el contenido de cada vial afiadiendo 3 ml de agua destilada. Se deja 60 minutos a

18-25 °C'y se agita el vial para conseguir una solucion uniforme antes de usar.

Para la calibracion del método se usa el calibrador STA Unicalibrator (Ref. 11776584).
La exactitud y reproducibilidad de los resultados se verifican mediante controles STA PreciClot

Plus I (Normal, ref.11776886) y STA PreciClot Plus II (patolégico, ref. 11776894).

El intervalo de ensayo es de actividad de plasmindgeno 11-160 % con respecto al

control.
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4.1.2 Métodos automatizados en analizador Modular P800 (Roche Diagnostics Espaiia).

S E

—

Aparato con estacion de trabajo consolidada para quimica clinica e inmunoquimica
homogénea, ampliable y adaptable in situ. Posee un modulo de medida de electrolitos ISE 900

(medida indirecta por electrodos selectivos) y un modulo de medida fotométrica P 800.
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Los reactivos utilizados son:

* LD (lactato deshidrogenasa Ref. 1187961 216).

Test in vitro para la determinacion cuantitativa de lactato deshidrogenasa (LD) en suero
humano. El presente método deriva de la formulacion recomendada por la Sociedad Alemana de
Quimica Clinica (DGKC) en 1972 y ha sido mejorado en cuanto al rendimiento y la estabilidad.
La enzima lactato deshidrogenasa cataliza la conversion de piruvato a lactato donde el NADH
se oxida a NAD. La velocidad de reduccion de NADH es directamente proporcional a la

actividad de LD y se mide fotométricamente.

Los reactivos de los que consta estan listos para su uso:
- R1 (tampodn fosfato pH 7,5; piruvato > 0,73 mmol/L); estabilizadores y conservantes.

- R2 (NADH > 1,1 mmol/L); estabilizadores y conservantes.

El presente método ha sido estandarizado frente a un reactivo del sistema Roche
utilizando pipetas calibradas con un fotometro manual que proporciona valores absolutos. Se
calibra a dos puntos: S1 (NaCl 0,9 %) y S2 (C.f.a.s. (Calibrator for automated systems), Ref.
10759350)). Como control de calidad se utiliza Precinorm U (Ref. 10171743) y Precipath U

(Ref. 10171778).

El intervalo de ensayo es 0.10-20.00 pkat/L [6-1200 U/L].
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* Aspartato aminotransferasa (AST/ASAT/GOT Ref.11876848).

Método conforme con la IFCC, sin activacion de piridoxal fosfato, destinada a la
determinacion cuantitativa de la enzima aspartato aminotransferasa in vitro en suero humano.
La enzima AST presente en la muestra cataliza la reaccion de equilibrio siguiente:
a-cetoglutarato + L-aspartato «<» L-glutamato + oxaloacetato. El incremento de oxaloacetato se
determina en la reaccion indicadora que es catalizada por la malato-deshidrogenasa (MDH):
oxaloacetato + NADH + H' «<» L-malato + NAD". La tasa de disminucion de NADH, que se
mide fotométricamente, es directamente proporcional a la tasa de formacion de oxaloacetato y

con ello, a la actividad de la AST.

Los reactivos utilizados son:
- R1. Tampoén TRIS: 100 mmol/L, pH 7.8; L-aspartato: 300 mmol/L; NADH (levadura):
0.23 mmol/L; MDH (corazon porcino) > 0.53 U/mL; LD (microorganismos) > 0.75
U/mL; conservante.
- R2. a- cetoglutarato: 75 mmol/L; conservante.

El reactivo 1 viene en 2 recipientes (1 y 1a) que se deben mezclar mediante un adaptador. El

reactivo 2 esté listo para su uso.

El presente método ha sido estandarizado manualmente frente a la formula original de la
IFCC. Los reactivos se calibran con S1 (solucion de NaCl al 0,9 %) y S2 (C.f.a.s. (Calibrator for
automated systems). Ref.10759350). Como material para control de calidad se utiliza Precinorm

U (Ref.10171743) y Precipath U (Ref.10171778).

El intervalo de ensayo es de 0,07-13,34 pkat/L (4 a 800 U/L).
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* Colesterol total (Ref. 11491458).

Test enzimatico in vitro para la determinacion cuantitativa directa de colesterol en
suero. Este método se basa en la determinacion de la A4-colestenona tras el desdoblamiento
enzimatico de los ésteres de colesterol por la colesterolesterasa y la transformacion del
colesterol por la colesteroloxidasa, asi como la medicion subsiguiente del H,O, formado a

través de una reaccion de Trinder (medible fotométricamente).

El reactivo viene listo para su uso:

- R1. Tampon PIPES (acido piperacin 1,4-bis (2-etanosulfonico)): 75 mmol/L, pH 6.8;
Mg2+: 10 mmol/L; colato sodico: 0,2 mmol/L; 4-aminofenazona > 0,15 mmol/L; fenol
> 4,2 mmol/L; éter poliglicolico de alcohol graso: 1%; colesterolesterasa
(Pseudomonas esp.) > 0,5 U/mL (8,33 pkat/L); colesteroloxidasa (E.coli) > 0,15
U/mL (2,5 pkat/L); peroxidasa (rdbano) > 0,25 U/mL (4,17 pkat/L); estabilizadores;

conservante.

El presente método ha sido estandarizado tanto por dilucion de isétopos/espectrometria
de masa como frente al método Abell-Kendall. Asi se cumple con los requerimientos del
Nacional Institute of Standard and Technology (NIST). Los calibradores utilizados para el
reactivo en el analizador son S1 (NaCl al 0,9%) y S2(C.f.a.s. (Calibrator for automated systems,
Ref. 10759350)). Para el control de calidad se emplea Precinorm U (Ref. 10171743) y Precipath

U (Ref. 10171778).

El intervalo de ensayo es 0.08-20.7 mmol/L (3-800 mg/dL).
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4.1.3 Métodos automatizados en analizador Elecsys 2010 (Roche Diagnostics Espaiia).

Analizador para inmunoensayos heterogéneos, multicanal selectivo. Se basa en una
metodologia de electroquimioluminiscencia. Posee técnicas para marcadores cardiacos,

0seos,... con tiempos de ensayos cortos (inferior a 1 hora).
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Los reactivos utilizados son:

* NT-proBNP II (Ref. 0201020504).

El reactivo proBNP II se utiliza para la determinacion del propéptido natriurético N-
terminal de tipo B (NT-proBNP) en suero mediante un inmunoensayo tipo sandwich de
electroquimioluminiscencia "ECLIA” (electrochemiluminescence immunoassay). La técnica de

deteccion consta de dos anticuerpos policlonales dirigidos contra los segmentos del aminoacido

1 al 21 y del 39 al 50 del NT-proBNP.

El reactivo viene listo para su uso:
- R1: fosfatasa alcalina (de intestino de ternera) conjugada con anticuerpos
monoclonales de oveja antiNT-proBNP segmentos 1 al 21 y del 39 al 50 de

aminoacidos, en solucion tampon, rutenio.

Se calibra con el calibrador de Roche CalSet pro-BNP (Ref.04842472190) y como

control se utiliza PreciControl Cardiac Elecsys® (Ref.04917049922).

El intervalo de ensayo es 5-35.000 pg/ml (definido por el limite de deteccion y el
maximo de la curva principal). Valores superiores al intervalo de medicion se diluyen al medio,
hasta 70000 pg/mL (8277 pmol/L). Las diluciones hasta 1:10 pueden provocar desviaciones de

hasta un 25 % del valor tedrico, segun ensayos de la empresa productora.
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4.1.4 Métodos automatizados en analizador Dimension RXL (Dade Behring, Newark, DE).

El sistema integrado Max® Dimension® de la quimica de Dimension® RXL incluye
modulo de inmunoquimica ademds del mddulo espectrofotométrico y la medida de iones

mediante electrodos selectivos.
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Los reactivos utilizados son:

* Creatin quinasa (CK, Ref DF29A).

Test para la determinacion in vitro de CK sérica. Su determinacion es una modificacion
de la medida enzimatica descrita por Oliver y Rosalki y presentada en un procedimiento general
por Tietz. La CK cataliza la transfosforilacion del fosfato de creatina a la adenosina-difosfato
(ADP) produciendo adenosina-trifosfato (ATP). El ATP asi formado se usa para fosforilar
glucosa en una reaccion catalizada por la hexoquinasa (HK); la glucosa-6-fosfato resultante es
oxidada por la glucosa-6-fosfato deshidrogenasa (G-6-PDH) con la reduccion simultanea del
fosfato de nicotinamida-adenina dinucle6tido (NADP). El cambio de absorbancia a 340 nm
debido a la formaciéon de NADPH es directamente proporcional a la actividad de CK, ya que
otros reactivos estan presentes en cantidades no limitantes y es medido utilizando una técnica

cinética dicromatica (340, 405 nm). Se utilizan muestras de suero.

Los reactivos incluidos en el cartucho son:
- R1-R6 (6 pocillos): Hexoquinasa 4500 U/L (obtenido de levadura); G-6-PDH 2800
U/L (origen bacteriano); ADP 1.88 mM, fosfocreatina 18.1 mM; Glucosa 11.65 mM;

NADP 2.88 mM; tampon; inhibidores AK; activadores.

Los materiales de referencia utilizados son verificadores secundarios tal como el

Verificador de creatina quinasa (Cat.No.DC26) y como controles Monitrol 1 (Ref.B5106-110) y

2 (Ref. B5106-210).

El intervalo de ensayo, a 37 °C, es de 0 a 800 U/L.
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* Isoenzima MB de la creatin quinasa (CK-MB, Ref.03012468 122).

Prueba de inmunoinhibicion para la determinacion cuantitativa in vitro de la actividad
sérica de la isoenzima MB de la creatin quinasa en suero humano. Mediante anticuerpos
especificos dirigidos contra la subunidad M de la CK, la actividad catalitica de estas
subunidades en la muestra se inhibe a un 99.6 % sin afectar a las subunidades CK-B. La
actividad restante de CK-B, que equivale a la mitad de la actividad de la CK-MB, se determina
al igual que la actividad total de la CK. La actividad catalitica resultante se multiplica por 2, ya
que la isoenzima CK-BB aparece muy raramente en suero y la actividad catalitica de las

subunidades CK-M y CK-B apenas pueden distinguirse en su procedencia.

Los reactivos utilizados vienen listos para su uso:

- R1. Tampén imidazol: 123 mmol/L, pH 6,5 (37 °C); EDTA: 2,46 mmol/L, Mg2+:12,3
mmol/L; ADP:2,46 mmol/L; AMP: 6,14 mmol/L; diadenosina pentafosfato:
19umol/L; NADP (levadura): 2,46 mmol/L; N-acetilcisteina: 24,6 mmol/L; HK
(levadura): >36,7 upkat/L (25 °C); G6P-DH (E.coli): >23,4 ukat/L (25 °C),
conservante; estabilizador; aditivo.

- R2. Tampon acido 3-(ciclohexilamino)-2-hidroxi-1-propansulfénico: 20 mmol/L, pH
8,8 (37 °C); glucosa: 120 mmol/L; Mg2+:11 mmol/L; EDTA: 2,46 mmol/L; fosfato de
creatina: 184 mmol/L; 4 anticuerpos monoclonales anti-CK-M (ratéon), capacidad de
inhibicion de la subunidad CK-M:>99.6 % hasta 66,68 pkat/L (4000 U/L) (37 °C);

conservante; estabilizador; aditivo.

Antes de efectuar el test de CK-MB, se determina la actividad total de la CK ya que los
anticuerpos pueden inhibir hasta 4000 U/L de la subunidad CK-M (37°C). Si las muestras tienen
una actividad de la CK total superior a 4000 U/L, se repite el andlisis diluyendo o con un

volumen reducido, pues de lo contrario no se garantiza la inhibicion completa.
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El presente método ha sido estandarizado frente al método original y los
procedimientos recomendados por la IFCC (235) con la adicion del anticuerpo inhibitorio
utilizando pipetas calibradas y un fotdmetro manual que proporciona valores absolutos. Se
calibra a dos puntos con S1 (NaCl 0,9%) y S2 (C.fa.s CK-MB (Ref.11447394, Roche
Diagnostics)). Los controles utilizados son Precinorm y Precipath CK-MB (Ref. 11447378 y

04358210).

El intervalo de ensayo es de 0.05-38.400 pkat/L (3-2300 U/L).
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* Mioglobina (Cat.No.RF422A).

El método MYO (mioglobina) es un analisis de diagndstico in vitro que tiene por objeto
la determinacion cuantitativa de mioglobina en suero. Este método emplea una reaccion
inmunoturbidimétrica con anticuerpos monoclonales para la molécula de mioglobina. La

turbidez formada en presencia de mioglobina en la muestra se mide a 570 y 900 nm.

El reactivo utilizado viene listo para su uso:
- R1-R6: anticuerpos antimioglobina y anti-anticuerpos unidos a moléculas de latex,
etanodiol 13 %, mezcla de: 5-cloro-2-metil-2H-isotiazol-3-ona [EC no. 247-500-7] y

2-metil-2H-isotiazol-3-ona [EC n0.220-239-6] (3:1).

La técnica es calibrada con el stdndar de proteinas cardiacas (Special Protein Calibrator,

Ref.DC51) y como control de calidad interno se utiliza Dade® TRU-Liquid Cardiac Control

cardiaco 1 (Ref.B5960-1), 2 (Ref.B5960-2) y 3 (Ref.B5960-3).

El intervalo de ensayo es 10.0-500.0 ng/mL..
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* Proteina C reactiva de intervalo ampliado (Cat.No.DF34).

Analisis de diagnoéstico in vitro que tiene por objeto la determinacion cuantitativa de
PCR en suero. Es un inmunoensayo turbidimétrico (PETIA) que utiliza particulas de latex
recubiertas con un anticuerpo anti-Proteina C-Reactiva (AbPR) que se agregan en presencia de
esta molécula en la muestra. El aumento de turbidez que acompafia a la agregacion es

proporcional a la concentracion de PCR y se mide a 340 nm.

Los reactivos utilizados, listos para su uso, son:
- Pocillos 1-3 (liquido): particulas recubiertas con anti-PCR, glicina, SDS, inhibidores
microbianos (0,3 mg/ml-origen cabra).

- Pocillos 4-6, (liquido): tampoén, PEG, inhibidores microbianos-98 mM.

Para la calibracion se utiliza como material de referencia el calibrador de RCRP

(Cat.No.DC34). Como control de calidad interno se utiliza Dade® TRU-Liquid Cardiac Control

cardiaco 1 (Ref.B5960-1), 2 (Ref.B5960-2) y 3 (Ref.B5960-3).

El intervalo del ensayo es (0.5-250.0 mg/L) 0.05-25.00 mg/dL.
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* Troponina I cardiaca (Ref. RF421C).
Analisis de diagnoéstico in vitro que tiene por objeto la determinacion cuantitativa de
troponina I cardiaca en suero humano. Es un enzimoinmunoensayo colorimétrico de elevada

sensibilidad de una etapa que se basa en un principio “sandwich”.

Los reactivos utilizados, listos para su uso, son:

Pocillos Forma Ingrediente Concentracion Origen
1- Tabletas FADP, D-prolina 0.056 mg/mL, 68.8
mg/mL
2- Tabletas Apo-D-aminoacido 0.23 mg/mL, 0.19 | Rifibn de cerdo,

oxidasa, peroxidasa | mg/mL, 3.9 mg/mL, | rabano
de rabano, DCHBS, | 1.18 mg/mL

4-AAP

3- Tabletas Anticuerpo-CrO2 1.6 mg/mL Ratén

4- Liquido Anticuerpo-fosfatasa Raton

alcalina

5- Liquido Tampo6n y

estabilizantes

6- Liquido Diluyente de tabletas
de cromo y

estabilizantes

Para la calibracion del método de c¢Tnl se utiliza como material de referencia el
calibrador de la troponina I cardiaca (Cat.No.RC421C). Como control de calidad interno se
utiliza Dade® TRU-Liquid Cardiac Control cardiaco 1 (Ref.B5960-1), 2 (Ref.B5960-2) y 3

(Ref. B5960-3).

El intervalo de ensayo es 0.04-40.00 ng/mL (pg/L).
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* Creatinina (Cat.No.DF33A).

Analisis de diagnoéstico in vitro que tiene por objeto la determinacion cuantitativa de
creatinina en suero. Este método emplea una modificacion de la reaccidon cinética de Jaffé
descrita por Larsen en 1972. Se basa en que en presencia de una base fuerte como el NaOH, el
picrato reacciona con la creatinina para formar un cromoforo rojo. El aumento de absorbancia a
510 nm, debido a la formacion de este cromoforo, es directamente proporcional a la
concentracion de creatinina en la muestra y es medida utilizando una técnica cinética

dicromatica (510 nm, 600 nm).

El reactivo viene preparado para su uso y contiene:

- Hidroxido de sodio 7 % y sales de acido picrico (picratos) >3 %.

Como calibrador se utiliza Chem I (Ref. DC18A) y como controles Monitrol 1

(RefB5106-110) y 2 (Ref. B5106-210)

El intervalo de ensayo es 0-20.0 mg/dL (0-1768 pumol/L). A resultados mayores que
20.0 mg/dL (1768 umol/L), se hace la dilucién apropiada con agua purificada para obtener un

resultado dentro del intervalo de ensayo.
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4.1.5 Métodos automatizados en analizador Axsym (Abbott Diagnostics USA).

AxSYM incluye en un mismo instrumento metodologia para MEIA
(enzimoinmunoensayo de microparticulas) y FPIA (fluoroinmunoensayo). Este sistema analitico
de inmunoensayos de tercera generacion combina acceso continuo, acceso aleatorio y

procesamiento de muestras urgentes con un amplio ment de pruebas.
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Los reactivos utilizados son:

* Homocisteina (Ref. SF51-20).

El método AxSYM® Homocysteine utiliza un inmunoanalisis de polarizacion de
fluorescencia (FPIA) para la determinacion cuantitativa de L-homocisteina total en plasma
humano con el analizador AxSYM. La homocistina y las formas de homocisteina presentes en
la muestra se reducen y forman homocisteina libre utilizando el ditiotreitol (DTT). La
homocisteina libre se convierte en SAH (S-adenosil-L-homocisteina) utilizando la SAH
hidrolasa y exceso de adenosina. La S-adenosil-L-homocisteina (SAH) y una molécula marcada
con fluoresceina compiten por los sitios de union de las moléculas del anticuerpo monoclonal.

La intensidad de la luz polarizada fluorescente se mide con el sistema 6ptico FPIA.

El reactivo viene preparado para su uso y contiene:
- Reactivo 1: trazador (molécula marcada con fluoresceina), ditiotreitol, glicerol,
aziduro de sodio.
- Reactivo 2: SAH hidrolasa bovina y adenosina en exceso, glicerol.
- Reactivo 3: anticuerpo monoclonal, glicerol.

- Reactivo 4: solucion de pretratamiento de homocisteina.

Para calibrar se utiliza Homocysteine Calibrators (Ref.9F84-01) y como control

Homocysteine Controls L, M y H (Ref.9F84-10).

Intervalo de ensayo de 0 a 50 pmol/L. Los valores superiores a 50 umol/L, se diluyen
con CINa al 0,9 % y se vuelven a medir, multiplicando el resultado por el factor de dilucién

correspondiente.

73



Aranzazu Martin Garcia i 2009

4.2 Métodos no automatizados.

Se utiliza el espectrofotometro Beckman Coulter DU 800 UV / visible esta disefiado
como aparato de mesa en el laboratorio ya que es plano y capaz de soportar su peso y el peso de
todos los accesorios. Este aparato mide absorbancias en longitudes de onda en el campo del

ultravioleta y el visible.
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* Técnica de peroxidasa leucocitaria (mieloperoxidasa) de Sigma-Aldrich Quimica S.A.
(Madrid) (Ref.M6908).

El reactivo de peroxidasa leucocitaria (Mieloperoxidasa, MPO) es un kit de reactivos
para la medida histoquimica de peroxidasa leucocitaria. Estos reactivos son para uso diagnodstico

in vitro con muestras de plasma usando como anticoagulante EDTA tripotasico.

Para la determinacion de la MPO se sigui6 el método de Andrews y Krinsky con
modificaciones. Se utiliza 3, 3', 5, 5'-tetrametilbenzidina (sigma) 1.4 mM y peroxido de
hidrogeno (0.3 mM concentracion final) para la incubacion de 10 minutos a 37°C con el plasma
del paciente. Se centrifuga y el sobrenadante se lee en un espectrofotoémetro a una longitud de
onda de 655 nm, siendo la lectura directamente proporcional a la concentracion de MPO en la

muestra del paciente.

Como calibradores se utilizan soluciones patron liofilizadas incluidas en el kit y como

control una solucion también incluida en el kit.

La recogida de la muestra, sangre total, se lleva a cabo de acuerdo con las directrices de
la NCCLS. Se reduce al minimo la exposicion a la luz ya que la peroxidasa leucocitaria es

fotosensible.

El intervalo de ensayo es 0-4666 pM. Con la medida de absorbancia y la ley de
Lambert-Beer, se calcula la concentracion de mieloperoxidasa en sangre en pM. Los resultados
mayores de 4666 pM deben repetirse después de diluir con agua purificada para obtener una

concentracion dentro de los limites de ensayo.
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* Técnica para la determinacion de albimina modifica por isquemia.

Los reactivos para la determinacion de albimina modificada por isquemia producen una
reaccion medible espectrofotométricamente. Este test bioquimico se basa en la uniéon entre la
albumina sérica y el metal de transicion cobalto. Se realiza un pretratamiento de la muestra con
Cl,Co, sin mezclar y centrifugando, para eliminar posibles quelantes del cobalto en la muestra
del paciente. A continuacion, se mezclan 95 pL. de la muestra pretratada y 5 pL. de cloruro de

cobalto y se incuba en la cubeta 5 minutos.

Durante la incubacion, el cobalto (concentracion final, 0.58 mmol/L) se une al grupo
amino terminal de la albumina inalterada en la muestra. Después de la incubacion, se agrega a la
mezcla 25 pL. de ditiotreitol (concentracion final, 1.67 mmol/L) que forma un complejo
coloreado con el cobalto (Co”") que no esté unido al grupo NH2 terminal de la albiimina. Este
complejo se puede medir espectrofotométricamente a 500 nm. Con la ley de Lambert-Beer se
calcula la concentracion del complejo formado y, a partir de él, la concentracion de albimina

modificada por isquemia.

Los reactivos utilizados son:
- Cloruro de cobalto. Cl,Co-6H20. Pm=273,03. Merck.
- DL-Dithiothreitol. Lot 60K0862. 1cg. Riqueza 99 % (titracion), 98 % (TLC).

C4H1==2S2. Pm=154,2 g/mol).

Como calibradores se utilizan soluciones patréon valoradas en analizador de Roche
(C.fa.s Calibrator) y como control Precinorm U (Ref. 10171743) y Precipath U (Ref.

10171778).

El intervalo de ensayo es 6—186 unidades/mL. Si la lectura de absorbancia es muy elevada,

diluir la muestra con soluciodn salina.
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4.3 Métodos de analisis para técnicas de biologia molecular.

Técnicas en el secuenciador ABI Prism (Applied Biosystems USA).

El secuenciador automatico ABI Prism 377 es un sistema de electroforesis y deteccion
de fluorescencia, controlado por microprocesador, que se utiliza para secuenciacion automatica
o analisis de fragmentos de ADN empleando el método de secuenciacion automatica en geles
desnaturalizantes. Las muestras se cargan en la vertical del sistema de gel (que actia como
vehiculo), que se someten a electroforesis, deteccion laser y analisis de datos. La separacion
electroforética se pueden ver en pantalla a tiempo real, y los datos se pueden obtener en

variedad de formatos.

77


http://www.fukuyama-u.ac.jp/life/bio_center/Gene/Metodo Geles.htm�
http://www.fukuyama-u.ac.jp/life/bio_center/Gene/Metodo Geles.htm�

Aranzazu Martin Garcia | 2009

Los genes estudiados en la poblacion seleccionada son:

* Gen codificante de leucotrienos.

El gen codificante ALOXSAP (proteina activadora del araquidonato 5-lipoxigenasa) se
encuentra en el cromosoma 13 y es el principal regulador de la enzima 5-lipoxigenasa. Esta
molécula tiene un papel fundamental en la via inflamatoria de leucotrienos y esta implicado en
la ateroesclerosis. En un estudio (254) se asocia un haplotipo formado por 4 SNPs (single
nucleotide polymorphisms) con el riesgo de SCA. El haplotipo susceptible es conocido como
HapA en pacientes caucasicos. Los pacientes que poseen este haplotipo tienen una produccion
mucho mayor de LTB4, evidenciando que la actividad proinflamatoria forma parte de un SCA.
Existe otro tipo de haplotipo menos asociado con el SCA llamado HapB. El predominio de uno

de los haplotipos esta relacionado con un aumento de leucotrieno B4 (LTB4).

Para su genotipado se obtiene y purifica el DNA genomico de sangre total con
anticoagulante EDTA de cada paciente (Puregene DNA Isolation Kit, Gentra Systems,
Minneapolis, MN). La concentracion de DNA se determina por espectrofotometria ultravioleta.
A continuacién, se utilizan las sondas TagMan para la reconstruccion del gen. Se utiliza un
SNPs, que es el asociado el la literatura con el SCA rs9508835 [SG13S35/37], que fue
scanneado en un Sistema de Deteccion de Secuencia ABI PRISM 7000 (Applied Biosystems,
Foster City, CA). Los datos de genotipo eran analizados usando el programa PHASE v2.0.2

(Stephems, Smith & Donnelly, 2001).

La localizacion del SNP en el genoma del paciente se podria asociar a suceptibilidad de

padecer SCA.
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* Gen codificante de f-miosina (MYH?7).

MYH?7 es el gen que codifica la cadena pesada beta de la miosina (MHC-f), isoforma
lenta que se expresa principalmente en el corazon. Los cambios en la cantidad relativa de MHC-
By MHC-a (MYH6, isoforma rapida de la cadena pesada de la miosina cardiaca) se

correlacionan con la velocidad contractil del masculo cardiaco.

Se ha estudiado desde el exon 1 al 40 del gen en muestras de DNA de los pacientes. La
extraccion de DNA se realiza a partir de leucocitos presentes en muestras de sangre total con
EDTA tripotasico mediante kit comercial DNA 1Q system (Ref.DC 6700). Las condiciones de
la PCR utilizada son: 1 ciclo a 94 °C, 2 min; 30 ciclos a 94 °C, 30 seg-54 °C, 30 seg-72 °C, 1
min y 1 ciclo a 72 °C, 10 min. Los “primers” utilizados fueron disefiados para cada exon,

tomando como fuente la base de datos Cardiogenomics.

La secuenciacion de los productos de PCR se hacen con el 3.1 Big Dye Terminator
Cycle Sequencing Kit de Apllied Biosystems (PN 4336948) y un secuenciador ABI Prism 377

DNA sequencer de Applied Biosystems.
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Figura 12. Fragmento de la secuencia del gen MYH7, correspondientes a un codén que presenta
la mutacion. Se indica con una flecha el nucledétido mutado, que aparece como un solo pico en
la secuencia normal o dos en la secuencia de los portadores de la mutacién (una copia normal y

una copia mutada).
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* Gen codificante de troponina T2 (TNNT?2).
La troponina T es una de las proteinas que forman parte del complejo de la troponina.
Se une a la tropomiosina en las fibras musculares manteniendo unidas la actina y la miosina.
Existen tres subtipos principales de la troponina T, localizados en diferentes tejidos:
e La isoforma troponina T en el musculo liso de contraccion lenta, denominada TNNT1 y
localizada en el cromosoma 19q13.4 (OMIM 191041).
e La isoforma troponina T cardiaca, denominada TNNT2 y localizada en el cromosoma
1932 (OMIM 191045).
e La isoforma troponina T en el musculo liso de contraccion rapida, denominada TNNT3
y localizada en el cromosoma 11p15.5 (OMIM 600692)
El gen responsable de muchas muertes stbitas, se encuentra en el cromosoma 1q32, que es la

misma ubicacion del gen de la troponina T cardiaca TNNT2.

Se han estudiado desde el ex6n 1 al 16 del gen en muestras de DNA de los pacientes. La
extraccion de DNA se realiza a partir de leucocitos presentes en muestras de sangre total con
EDTA mediante kit comercial DNA 1Q system (Ref. DC 6700). Las condiciones de la PCR
utilizada son: 1 ciclo a 94 °C, 2 min; 30 ciclos a 94 °C, 30 seg-54 °C, 30 seg-72 °C, l min y 1

ciclo a 72 °C, 10 min. Los “primers” utilizados fueron disefiados para cada exon.

La secuenciacion de los productos de PCR se hacen con el 3.1 Big Dye terminador
Cycle Sequencing Kit de Apllied Biosystems (PN 4336948) y un secuenciador ABI Prism 377

DNA sequencer de Applied Biosystems.

80


http://es.wikipedia.org/wiki/Prote%C3%ADna�
http://es.wikipedia.org/wiki/Troponina�
http://es.wikipedia.org/w/index.php?title=Tropomiosina&action=edit&redlink=1�
http://es.wikipedia.org/wiki/Fibra_muscular�
http://es.wikipedia.org/wiki/Actina�
http://es.wikipedia.org/wiki/Miosina�
http://es.wikipedia.org/wiki/M%C3%BAsculo_liso�
http://es.wikipedia.org/wiki/Contracci%C3%B3n_muscular�
http://es.wikipedia.org/wiki/Cromosoma_19_%28humano%29�
http://es.wikipedia.org/wiki/Herencia_Mendeliana_en_el_Hombre�
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/dispomim.cgi?id=191041�
http://es.wikipedia.org/wiki/Cromosoma_1_%28humano%29�
http://es.wikipedia.org/wiki/Cromosoma_1_%28humano%29�
http://es.wikipedia.org/wiki/Herencia_Mendeliana_en_el_Hombre�
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/dispomim.cgi?id=191045�
http://es.wikipedia.org/wiki/M%C3%BAsculo_liso�
http://es.wikipedia.org/wiki/Contracci%C3%B3n_muscular�
http://es.wikipedia.org/wiki/Cromosoma_11_%28humano%29�
http://es.wikipedia.org/wiki/Herencia_Mendeliana_en_el_Hombre�
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/dispomim.cgi?id=600692�

Aranzazu Martin Garcia | 2009

* Gen codificante de troponina I tipo 3 (TNNI3).

La Troponina [ existe en tres formas moleculares distintas (isoformas), que son
codificadas por tres genes distintos y corresponden a isotipos especificos encontrados en fibras
de musculo rapidas (tipo 1), fibras de musculo lentas (tipo 2) y corazén (tipo 3). El gen

responsable de muchas patologias cardiacas es el codifiante de troponina I tipo 3.

Se han estudiado desde el exon 1 al § del gen en muestras de DNA de los pacientes. La
extraccion de DNA se realiza a partir de leucocitos presentes en muestras de sangre total con

EDTA tripotasico mediante kit comercial DNA 1Q system (Ref. DC 6700).

Las condiciones de la PCR utilizada son: 1 ciclo a 94 °C, 2 min; 30 ciclos a 94 °C, 30
seg -54 °C, 30 seg-72 °C, 1 min y 1 ciclo a 72 °C, 10 min. Los “primers” utilizados fueron

disefiados para cada exon.

La secuenciacion de los productos de PCR se hacen con el 3.1 Big Dye terminador
Cycle Sequencing Kit de Apllied Biosystems (PN 4336948) y un secuenciador ABI Prism 377

DNA sequencer de Applied Biosystems.
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* Gen codificante del enzima convertidor de la angiotensina: ACE-17q.

Hay 2 alelos principales de este gen: D e I. La diferencia entre ambos se debe a la
presencia (insercion: I) o ausencia (delecion: D) de una secuencia repetitiva de 287 pb (pares de
bases) dentro del intron 16 del gen. Existen, por tanto, 3 posibles genotipos (DD, DI e II) cuyas
frecuencias en nuestra poblacion son del 34, 45 y 21%, respectivamente. La presencia del alelo
D (atin mayor en homozigotos) condiciona una mayor concentracion y actividad de la ECA y

angiotensina II lo cual se ha asociado con un mayor riesgo de patologia cardiaca.

A las muestras de DNA de los pacientes, extraidas a partir de sangre total con el kit
comercial DNA IQ system (Ref. DC 6700), se les realiza una PCR con primers para el exén 16.
En el caso del polimorfismo I/D de la ECA amplificamos mediante la reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR) un fragmento de 490 bases (alelo I) o de 190 bases (alelo D). La mezcla de
reaccion contenia los cebadores CTGGAGACCACTCCCATCCTTTCT y
GATGTGGCCATCACATTCGTCAGAT, y tras 32 ciclos de amplificacion de 95 °C-30 s, 58
°C-45sy 90s-72 °C 10 pl de cada reaccion se sometieron a electroforesis en un gel de agarosa al

2% para visualizar los alelos y determinar el genotipo de cada paciente (DD, ID o II).
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Figura 13. Ejemplo de gel de agarosa con muestras de pacientes con el polimorfismo I/D en el

gen de la enzima ECA.
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* Gen codificante del receptor a2-adrenérgico.

El gen del adrenoceptor ayp presenta polimorfismo (D/D) que ha sido asociado con el
riesgo de enfermedades cardiovasculares. Una variante de este gen codifica una delecion de tres
residuos glutamato localizado en el tercer “loop” intracelular del polipéptido receptor. Esta

deleccion provoca una alteracion en la funcionalidad del receptor.

Para su estudio se extrac DNA a partir de muestras de sangre total en EDTA tripotasico
de los pacientes mediante el kit DNA IQ System (Ref. DC 6700) y se realiza una reaccion en
cadena de la polimerasa para amplificar el fragmento deseado. Los “primers” utilizados fueron
5'-AGGTGTTTGTGGGGCATCT-3" y 5-CAAGCTGAGGCCGGAGACACT-3" (Oligold,
Eurogentec, Seraing, Belgium). Las condiciones de la PCR son un ciclo de desnaturalizacion a
94°C 2 minutos, 35 ciclos de amplificacion a 96°C 40 segundos, 69°C 30 segundos y 72°C 30
segundos; y un ciclo de extension a 72°C 6 minutos. Por tltimo, se realiza una electroforesis en
gel de poliacrilamida con bromuro de etidio, pudiendo diferenciar el tamafio de los fragmentos

(112 (I y 103 pdb (D)).
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5. Analisis estadistico.

Tamafio de muestra. Aceptando un riesgo alfa (entendido como el porcentaje de falsos
positivos)de 0,05 y un riesgo beta (porcentaje de falsos negativos) de 0,20 en un contraste
bilateral, se precisan 238 casos y 238 controles para detectar una odds ratio minima de 2. Se
asume que la tasa de expuestos - valores de cTnl mayores de 1,5 ng/mL- en el grupo de
pacientes sin SCA, sera de 0,15. Se ha estimado con una tasa de pérdidas de seguimiento del

5%.

Se realizd un analisis descriptivo de las variables iniciales para conocer las
caracteristicas generales de las dos poblaciones de estudio. Los datos se presentan utilizando
estadisticos de tendencia central y de dispersion: media, mediana, desviacion tipica y valores
extremos. Las variables CK, c¢Tnl y LD se normalizaron calculando sus logaritmos. Se
representd la edad mediante un grafico de barras de error y la enfermedad de base con un

gréfico de sectores.

El estudio de la normalidad de las distribuciones se realizd con el test de bondad de
ajuste de Kolmogorov-Smirnov. La comparacion entre los dos grupos se realizé con el contraste
t de Student para muestras independientes y la prueba de Mann-Whitney no paramétrica para

variables continuas, y el test x> y % corregido por continuidad, para variables discretas.
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Mediante un ANOVA de medidas repetidas se compararon las variables CK, ¢cTnl y LD
en las primeras 48 horas, entre los grupos, y considerando el efecto de la interaccion tiempo por
grupo. Las medidas de frecuencia (prevalencia) se estimaron mediante el calculo de sus
intervalos de confianza del 95% (IC 95%). Para la estimacion del riesgo se empleé la odds ratio

(OR) con los IC del 95%.

Las variables que en al analisis univariante se asociaron a la presencia de SCA se
analizaron conjuntamente y la OR se estim6 ajustada mediante regresion logistica multiple
usando estimacion de maxima verosimilitud no condicional. A excepcion del calculo del IC de
las medidas de frecuencia, el analisis se realiz6 mediante el programa de analisis estadistico

estadistico SPSS v14.0. Todas las pruebas se realizaron en contraste bilateral.
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v RESULTADOS.

1.- Sujetos.
De la informacion recogida sobre los pacientes con y sin SCA, los posibles errores
preanaliticos (muestras insuficientes, hemolizadas, lipémicas,...), analiticos y postanaliticos que

pudieran influir en la determinacién de marcadores, son asumidos en el analisis estadistico.

Las caracteristicas basales de la poblacion de estudio se resumen en la tabla 1.
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Pacientes Controles P OR (95 %IC)
n=238 n=238
Variables demogrificas
Sexo masculino 147 (61,8 %) 140 (58,8 %) 0,512
Edad (afios) 69,03 £16,00 68,61 + 16,26 0,692
Variables clinicas previas al momento del ingreso
Téxicos (fumadores) 103 43,3 %) 86 (36,1 %) 0,134 1,35(0,93-1,95)
Hiperglucemia 76 (31,9 %) 86 (36,1 %) 0,333 0,83(0,57-1,21)
Dislipemia 71 (29,8 %) 23 (9,7 %) 0,000 3,97(2,38-6,63)
HTA 159 (66,8 %) 129 (54,2 %) 0,005 1,70(1,17-2,47)
Variable de procedencia
Urgencias 167 (70,2 %) 156 (65,5 %)
Cirugia cardiaca 50 (21,0 %) 64 (26,9 %)
Transplante C-UCI 21 (8,8 %) 18 (7,6 %)
0,313 0,92(0,63-1,36)

* p (probabilidad) y OD 95 % (odds ratio con 95 % de intervalo de confianza).

Tabla 1. Caracteristicas basales en el momento de ingreso de los pacientes.
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2.- Descripcion de variables clinicas y bioquimicas.

Para cada uno de los pacientes incluidos en el estudio, se han determinado 23 variables
clinicas y bioquimicas. Estos datos se han obtenido a partir de las historias clinicas (informes de
alta, quirtrgicos, de preanestesia y de laboratorio), de la base de datos del laboratorio (Omega,
Roche Diagnostics®) y de pruebas bioquimicas adicionales hechas a las muestras de sangre
anonimizadas. Los valores no reflejados explicitamente en la historia se han considerado como

factores de riesgo ausentes en el momento de realizar la inclusion del paciente.

Las variables incluidas en el estudio se describen en la tabla 1 de datos demograficos y

en la tabla 2 de marcadores bioquimicos.

MARCADOR MEDIANA (PERCENTIL 25-75) P
Casos Controles

CkOh 160,50 (70,75 - 388,25) 120,00 (55,75 - 246,75) 0,006
cTnl0h 1,15 (0,30 - 6,33) 0,39 (0,14 —0,90) 0,001
LDOh 541 (377 - 883) 229 (101 - 400) 0,001
AST 48 (28 - 92) 42 (25-53) 0,003
Creatinina 1,2(1,0-1,7) 0,8 (0,7-0,9) 0,001
Mioglobina 77 (55 - 100) 64 (45-177) 0,001
Albumina modificada por isquemia 81 (37 - 148) 48 (29 - 74) 0,001
Dimero D 0,95 (0,46 - 1,70) 0,32 (0,17 -0,55) 0,001
Plasmindgeno 47 (23-92) 85 (63 - 107) 0,001
Homocisteina 22 (10-34) 9(6-13) 0,001
Mieloperoxidasa 78 (32-122) 58 (32-111) 0,001
NT-proBNP 3198 (1060 - 7938) 156 (96 - 276) 0,001
Fibrindgeno 3,45 (2,71 - 4,15) 3,12 (2,46 - 3,45) 0,001
Colesterol total 161 (111-210) 197 (154-236) 0,000
HDL-Colesterol 54 (38-70) 67 (45-89) 0,000
LDL-Colesterol 88 (48-128) 117 (84-150) 0,000

Tabla 2. Variables incluidas en el estudio tomadas en el momento inicial del proceso agudo

expresadas como mediana, percentil 25 y 75, valores de p.
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De las caracteristicas basales (tabla 1), los dos grupos (pacientes con SCA y sin SCA)
son similares en cuanto a sexo y edad. De los factores de riesgo estudiados (tabaquismo,
hiperglucemia, dislipemia e hipertension arterial (HTA)), hay diferencia entre los grupos en
HTA y dislipemia, siendo mas prevalente en pacientes con SCA. En cuanto a la variable de

procedencia, no hay relaciéon con un mayor nimero de pacientes con SCA.

Por otro lado, como se observa en la tabla 2, entre el grupo de pacientes control y el de
casos, existen diferencias (p<0,05) en todos los marcadores bioquimicos, teniendo
concentraciones o actividades enzimdticas mas elevadas en el grupo de casos. Hay dos
excepciones que son el colesterol total y su fraccion LDL-colesterol; estas moléculas presentan
concentraciones séricas superiores en el grupo de controles (pacientes sin SCA), por lo que no
demuestran utilidad. El HDL-colesterol, considerado como protector de aterogénesis, si presenta

mayores concentraciones séricas en los pacientes sin SCA.

En el trabajo se realiza el estudio de las mutaciones genéticas mas frecuentes en seis
genes relacionados ampliamente en la bibliografia con el SCA: gen productor de leucotrieno B4,
gen de la proteina B-miosina (MYH7), TNNT2, TNNI3, ECA y del receptor a2-adrenérgico.
Todos estos genes han demostrado en diversos estudios una implicacion en la fisiopatologia
cardiaca. La busqueda de marcadores genéticos establece una nueva via de investigacion que
puede proporcionar utilidad clinica en pacientes con SCA y sus familiares. En la poblacion
estudiada, de estos genes solo presenta relacion clara con la presencia de SCA las mutaciones en
el gen productor de leucotrieno B4, con mayor prevalencia en el grupo de los pacientes con

SCA (p<0,005).
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3. Relacion de los marcadores con el sexo en el grupo de pacientes.

Una vez analizado que no hay diferencias en cuanto al sexo entre el grupo de pacientes
con SCA y el de pacientes sin SCA (p=0,512), como se indica en la tabla 1, se estudia si existe
distinta distribucion de las variables con respecto al sexo (hombres y mujeres) en el grupo de
casos (pacientes con SCA diagnosticado). El objetivo es decidir las variables en las que el

tratamiento de datos se hara de forma conjunta o separada en hombres y mujeres.

Como ejemplo del analisis realizado, se resumen las medias y medianas de creatinina,
PCR, CK Oh (en el momento de presentacion del proceso agudo), cTnl Oh, LD 0 h y NT-

proBNP en hombres y mujeres en el grupo de pacientes con SCA.

Marcador Media-Mediana Media-Mediana P
(Hombres) (Mujeres)

Creatinina 1,66-1,20 1,61-1,30 0,779
PCR 39,58-23,00 38,54-33,90 0,910
Log CK 0h 2,34-2,27 2,15-2,12 0,015
Log c¢Tnl 0h 0,19-0,04 0,09-0,11 0,477
Log LD 0Oh 2,81-2,75 2,75-2,72 0,095
Log NT-proBNP 3,29-3.,29 3,63-3,68 0,056

Tabla 3. Marcadores bioquimicos con respecto al sexo.

De las variables CK, ¢Tnl, LD y NT-proBNP se calculan los logaritmos para hacer mas

facil el tratamiento de datos ya que no tienen una distribuciéon normal.
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Ninguno de los marcadores presenta diferencias con respecto al sexo salvo la enzima
CK que tiene mayor actividad en hombres que en mujeres. Esta diferencia estda demostrada
ampliamente en la literatura cientifica; al ser un enzima de localizacion fundamentalmente
muscular su concentracion sérica es mayor en hombres al tener constitucionalmente mas masa
muscular. Por ello, se tratan todos los marcadores sin diferenciar por sexo excepto CK donde se
asigna distinto punto de corte para hombres y mujeres. En la bibliografia se demuestra que la
concentracion sérica de NT-proBNP es superior en mujeres que en hombres; en este estudio se
corrobora esta tendencia pero sin influencia como para continuar el resto del analisis separando

por sexo.

A continuacion se establecen los limites de normalidad para cada variable con el fin de

delimitar los puntos de corte.
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4. Limites de referencia.

Los limites de referencia o normalidad utilizados son los establecidos por el laboratorio

en funcion de la poblacion del Area 6 que asiste y de la metodologia utilizada. Estos limites se

resumen en la tabla 4:

Marcador Valores de referencia
Dimero D <0,5 pg/ml
Fibrindgeno 2,0-4,0 g/l
Plasminogeno 80-120 %

Lactato Deshidrogenasa

230-460 U/L a 37 °C

AST 10-50 U/L a37°C

CK 24-195 U/L para hombres y 24-170 U/L para mujeres a
37°C

CK-MB 7-25U/L a37°C

Mioglobina 19-92 ng/mL

PCR <30 mg/L

cTnl 0,3-1,5 ng/mL dafio cardiaco menor y >1,5 ng/mL IAM

Creatinina 0,6-1,2 mg/dL

Mieloperoxidasa 97-146 pM a 37 °C

Albiimina modificada por isquemia

<75 unidades/mL

NT-proBNP

<125 pg/mL

Homocisteina

5-15 pumol/L.

Gen codificante de leucotrieno B4

Ausencia del SNP

Gen MYH7 Sin mutaciones
Gen TNNT2 Sin mutaciones
Gen TNNI3 Sin mutaciones
Gen ECA Alelos Il e ID
Gen o2-adrenérgico Alelos I e ID

Tabla 4. Valores de referencia para los distintos marcadores.
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A partir de estos valores de referencia y, con la colaboracion de los cardidlogos y

médicos de urgencias del hospital, se establecen los puntos de corte para cada marcador (Tabla

5).

Marcador Punto de corte Casos (n=238) Controles (n=238) OR (95 % IC)
CK > 195 hombres 102 (42,9 %) 73 (30,7 %) 1,7 (1,2-2,5)

> 170 mujeres

cTnl >1,5 108 (45,4 %) 40 (16,8 %) 4,1 (2,7-6,3)
LD > 460 148 (62,2 %) 49 (20,6 %) 6,3 (4,2-9,56)
AST >50 131 (55,0 %) 99 (41, 6 %) 1,7 (1,2-2,5)
Creatinina >1,5 133 (55,9 %) 21 (8,8 %) 13,1 (7,8-21,9)
Mioglobina >92 102 (42,9 %) 48 (20,2 %) 3,0 (2,0-4,5)
Albimina  modif. >175 126 (52,9 %) 59 (24,8 %) 3,4 (2,3-5,0)

por isquemia

Dimero D >0,5 170 (71,4 %) 66 (27,7 %) 6,5 (4,4-9,7)
Plasminogeno <80 31 (13 %) 3 (1,3 %) 11,7 (3,5-38,9)
Homocisteina >15 153 (64,3 %) 8 (3,4 %) 51,8 (24,4-109,9)
Mieloperoxidasa > 146 24 (10,1 %) 1 (0,4 %) 26,6 (3,6-198,2)
NT-proBNP > 125 61 (93,8 %) 36 (55,4 %) 12,3 (4,0-37,8)
Fibrinoégeno >4 60 (41,7 %) 25 (10,0 %) 6,4 (2,4-17,3)
PCR >3 115 (96,1 %) 49 (48,3 %) 26,2 (6,2-110,2)
Gen MYH7 Mutacion 23 (9,7 %) 18 (7,6 %) 1,3 (1,2-1,3)
Gen TNNT2 Mutacion 7 (3,1 %) 52,1 %) 1,3 (1,2-1,4)
Gen Receptor Mutacion 70 (29,4 %) 55 (23,1 %) 1,3 (1,2-1,3)

o2adrenérgico (DD)

Gen ECA Alelo DD 82 (34,4 %) 64 (26,9 %) 13 (1,2-1,4)

Gen leucotrieno B4 HapAyB 137 (57,6 %) 100 (42 %) 1,4 (1,3-1,45)

Tabla 5. Nimero de pacientes con valores de marcadores por encima o debajo del punto de

corte en los grupos de pacientes con SCA (casos) y sin SCA (controles) y OR (odd ratio).
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En la tabla anterior se describen el nimero de eventos con valor de marcadores por
encima o debajo del punto de corte tanto en el grupo de pacientes con SCA como en el de
pacientes con distinta patologia. Las OR (odds ratio) indican que todos los marcadores tienen
mayor razon de probabilidad de tener valores por encima del punto de corte en el grupo de casos
que en el de controles (OR > 1). Para algunos marcadores como el plasmindégeno, homocisteina
y la mieloperoxidasa el intervalo de referencia es muy amplio debido al escaso numero de
eventos, por lo que no es muy valorable. En el caso de los marcadores genéticos, la existencia
de mutacion es muy escasa en los dos grupos por lo que las diferencias no son muy importantes;
en el caso del gen productor de leucotrieno B4 el nimero de mutaciones existentes es mayor,
por lo que la diferencia entre grupos (mayor numero en el grupo con SCA) adquiere valor

clinico y estadistico.

En esta misma tabla se observa que pacientes con concentracion sérica de cTnl por
encima del punto de corte tiene 4 veces mas probabilidad de tener SCA. En el caso de la enzima

LD es de 6 veces, para la mioglobina es de 3 veces, 6 veces para el dimero D,...

Una vez analizados los marcadores en ambos grupos, se estudia el comportamiento de
la concentracion sérica de algunos de ellos en el tiempo por la existencia de bibliografia que

apoya su determinacion seriada.
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5. Estudio de las variables a distintos tiempos de muestreo tras el proceso agudo.

Durante el proceso isquémico se produce la liberaciéon de moléculas intracelulares del

tejido cardiaco. Para algunas de ellas resulta interesante su determinacion a distintos tiempos

desde el momento de inicio del proceso agudo, bien por su cinética de liberacion mas lenta o

bien por su relacién con la extension del tejido afectado. A continuacion se estudian los

marcadores cuya evolucion en el tiempo han demostrado tener valor clinico.

** CK en el tiempo.

Se estudia la evolucion de la enzima CK a lo largo del tiempo y se compara el grupo de

pacientes sin SCA y el grupo de los pacientes con SCA. (Tabla 6)

Se realiza extraccion de sangre tanto en el grupo de casos como en el de controles en el

momento del proceso agudo y a las 8, 12, 24 y 48 horas segiin protocolo establecido por los

cardidlogos y el servicio de Bioquimica para el SCA.

Medias de log(ck) GRUPO Media Desv. tip.
ol Log ckO Control 2,06 ,40

20 — Paciente Paciente 2,27 ,54
Log ck8 Control 2,19 41

220 Paciente 2,44 56
Log ck1l2  Control 2,01 ,36

2,00 Paciente 2,42 58
Log ck24  Control 1,90 34

o0 Paciente 2,31 57
Log ck48  Control 1,70 32

vood Paciente 2,20 ,58

tiempo

Figura 14. Grafico de evolucion de CK en el tiempo.

Tabla 6. Media de los logaritmos de los valores de CK a las 0, 8, 12, 24 y 48 horas en el grupo

de casos y controles.
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En la figura 14 y la tabla 6 se puede observar:

- Existe un cambio en la concentracion de CK a lo largo del tiempo (p=0,002),
con una subida y posterior bajada de su concentraciéon sérica para ambos
grupos de pacientes.

- Existe diferencia entre el grupo de pacientes sin SCA y el grupo con SCA
(p<0,001), con concentraciones distintas en el tiempo, mayor en el grupo de
pacientes con SCA en todos los tiempos.

- La interaccion tiempo-grupo es significativa (p<0,001). Es decir, ademas de
tener concentraciones superiores en el grupo de pacientes con SCA, tampoco
existe el mismo comportamiento en la concentracion sérica de esta enzima: la
bajada de concentracion es mas acusada entre 8-12 y 24-48 horas en el grupo

de pacientes con distinta patologia que en el de con SCA.
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** ¢Tnl en el tiempo.
Se estudia la evolucion de la concentracion sérica de la proteina ¢Tnl a lo largo del

tiempo de muestreo y se compara el grupo control y los pacientes con SCA.

Medias de log(ctni) GRUPO Media Desuv. tip.
logctnio Control -43 ,62
Paciente 13 ,98
- —gomo logctni8  Control -24 56
0507 /\ Paciente 61 .87
. ' logctnil2  Control -,48 ,53
0,00-] Paciente ,64 Nas
s logctni24  Control -,79 48
050 — Paciente 52 76
logctni48  Control -1,03 37
\\ Paciente 32 81

-1,00 \r]

.d/
~ -
w -
&
o -

tiempo
Figura 15. Gréfico de evolucion de ¢Tnl en el tiempo.
Tabla 7. Media de los logaritmos de los valores de ¢Tnl a las 0, 8, 12, 24 y 48 horas en el grupo

de pacientes con SCA y sin SCA.

En la figura 15 y la tabla 7 se puede observar:

- Existe un cambio en la concentracion de ¢Tnl a lo largo del tiempo (p<0,001),
con una subida y posterior bajada de su concentracion sérica en ambos grupos.

- Existe diferencia entre el grupo control y el grupo de casos (p<0,001) que
tienen concentraciones distintas en el tiempo, superiores siempre en los casos.

- La interaccion tiempo-grupo es significativa (p<0,001). Los pacientes no
tienen el mismo comportamiento: la bajada de concentracion es mas acusada
entre 8-12 y 12-24 horas en el grupo de controles que en el de casos. Entre las
24-48 horas, la bajada de concentracidn sérica no es diferente entre los dos

grupos.
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** LD en el tiempo.
Se estudia la evolucion de la concentracion sérica de la enzima LD a lo largo del tiempo

de muestreo y se compara el grupo con distinta patologia y el grupo de los pacientes con SCA.

Medias de log(ldh)

N —_— P GRUPO | Media | Desuv. tip.
Log LD O Control 2,33 43

260 Paciente 2,87 35
| Log LD 8 Control 2,37 33
T Paciente 2,88 41
220 Log LD12 Control 2,33 23
. Paciente 2,83 32

tiempo
Figura 16. Grafico de evolucion de LD en el tiempo.

Tabla 8. Media de los logaritmos de los valores de LD a las 0, 8 y 12 horas en el grupo de

pacientes y controles.

No se incluye las determinaciones a las 24 y 48 horas por no aportar valor clinico ni

estadistico.

En la figura 16 y la tabla 8 se puede observar:

- No existe un cambio con valor estadistico ni clinico en la concentracion de LD
a lo largo del tiempo (p = 0,530).

- Existe diferencia entre el grupo sin SCA y el grupo de pacientes con SCA
(p<0,001) que tienen concentraciones distintas en el tiempo, mayor en el
grupo con SCA.

- La interaccion tiempo-grupo no es significativa (p = 0,422). Tienen
comportamiento similar en la evolucion de sus concentraciones séricas con

respecto al tiempo.
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Con el analisis anterior se concluye que la enzima CK y la proteina ¢Tnl tienen interés
clinico y también su determinacion seriada en el momento de presentacion del proceso agudo y
alas 8, 12, 24 y 48 horas. En el caso de la enzima LD, se demuestra que tiene similar utilidad

una Unica determinacion que su determinacion seriada.

A continuacion, se analizan las caracteristicas de sensibilidad y especificidad de cada
variable con respecto al SCA y con los puntos de corte establecidos. El objetivo de este analisis

es comprobar la validez de los puntos de corte establecidos en la poblacion estudiada.
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6. Calculo de las curvas ROC.

Mediante el programa Epidat se calcula la sensibilidad y especificidad de los distintos
marcadores cuantitativos para el diagnostico de SCA. Se representan las curvas ROC de cada
uno de ellos y mediante el area de la curva se determina si los puntos de corte establecidos son

los mas adecuados. Para los que no tienen un area aceptable se calcula un nuevo punto de corte.

A continuacion se representan algunos ejemplos de curvas ROC: (Figura 17)

CK 0h c¢Tnl Oh
Area= 0,589 (0,538-0,642); p=0,001 Area= 0,666 (0,617-0,716); p=0,000
Curva COR Curva COR
1,04 1.0
0.8 0,8
g =]
2 06 S
a = 06
2 2
g 2
D 04 & 0ad
0.2
0,2
00— T T T T T
0,0 02 04 06 08 10 o, T T T T T T
1 - Especificidad 00 0.2 04 06 08 1.0
1 - Especificidad
Los segmentos diagonales son producidos por los empates.
Los segmentos diagonales son producidos por los empates.
LDOh
Curva COR
1,0
0,8
3
2 6
2
12
5
D 4
0.2
0, T T

T T
0,0 0,2 0.4 0,6 08 1,0

1 - Especificidad

Los segmentos diagonales son producidos por los empates.

Area= 0,830 (0,793-0,867); p=0,000

Figura 17. Ejemplos de curvas ROC para CK, ¢cTnly LD.
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MARCADOR AREA IC P

CK-MB 0,69 0,53-0,85 0,037
AST 0,63 0,58-0,68 0,000
NT-proBNP 0,92 0,87-0,97 0,000
CREATININA 0,86 0,82-0,89 0,000
FIBRINOGENO 0,68 0,58-0,77 0.001
MIOGLOBINA 0,66 0,61-0,70 0,000
MIELOPEROXIDASA 0,52 0,47-0,57 0,481
ALBUMINA  modificada 0,68 0,64-0,73 0,000

por isquemia

DIMERO D 0,81 0,77-0,85 0,000
PLASMINOGENO 0,54 0,49-0,58 0,158
HOMOCISTEINA 0,78 0,73-0,82 0,000
PCR 0,38 0,83-0,91 0,000
CK OH 0,59 0,54-0,64 0,001
¢Tnl OH 0,67 0,62-0,72 0,000
LD OH 0,83 0,79-0,87 0,000

Tabla 9. Areas de las curvas ROC de los principales marcadores, intervalos de confianza (IC del

95 %) y valor p.

En la tabla 9 se listan las areas de las curvas ROC para los distintos marcadores. Cuanto
mas cercano a 1 mejor es el area y mayor sensibilidad y especificidad tendra el marcador.
Mieloperoxidasa y plasmindgeno no tienen un area aceptable (< 0,55). CK-MB tiene un area
significativa pero con un amplio rango de confianza debido al bajo numero de eventos. Con los
valores de sensibilidad y especificidad se deciden nuevos puntos de corte que proporcionen

mejores areas (Tabla 10).
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Marcador Antiguo punto de Nuevo punto de OR pacientes/controles (95 %
corte corte 10)
CKOh 195 90 1,2 (1,1-1,3)
c¢Tnl 1,5 0,7 2,0 (1,9-2,1)
AST 50 44,5 1,1 (1-1,2)
NT-proBNP 125 100 1,3 (1,2-1,4)
Creatinina 1,2 0,95 1,3 (1,2-1,4)
LD 460 360 2,9 (2,8-3,0)
Fibrinogeno 4 3,44 1,2 (1,1-1,3)
Mioglobina 92 75,5 1,2 (1,1-1,3)
Albumina modficada por 75 61,5 1,2 (1,1-1,3)
isquemia
Dimero D 0,5 0,43 1,2 (1,1-1,3)
Plasminégeno 80 75 1,0 (0,9-1,1)
Homocisteina 15 12,5 1,2 (1,1-1,3)
Mieloperoxidasa 146 140 1,0 (0,9-1,1)

Tabla 10. Calculo de nuevos puntos de corte.

Con los nuevos puntos de corte no se obtienen mejoras importantes para los marcadores
(siempre se disminuye el valor del punto de corte). Estas mejoras so6lo tienen valor clinico y

estadistico en el caso de CK, NT-proBNP, creatinina, fibrindgeno, mioglobina, alblimina

modificada por isquemia, dimero D, homocisteina y, sobre todo, en cTnl y LD.

Con las variables seleccionadas, como marcadores para el diagnostico del SCA, y sus
nuevos puntos de corte propuestos para una sensibilidad y especificidad aceptables, se disefia un

modelo logistico para la creacion de una formula de probabilidad de SCA con posible utilidad

clinica.
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7. Construccion de un modelo matematico con finalidad predictiva. Creacion y validacion
del SCORE.

En el campo de los marcadores bioquimicos de SCA, tanto en Europa como en Estados
Unidos, la publicacion periddica de informes de resultados estda muy extendida pero poco
consensuada. Para ello se han desarrollado diversos modelos matematicos que, a partir de un
grupo de factores de riesgo y variables bioquimicas correspondientes a un paciente concreto,
son capaces de predecir la probabilidad con la que un determinado evento, como el SCA, puede
suceder en ese individuo. El objetivo del estudio también es crear y validar el modelo SCORE

con los pacientes de este estudio del Hospital Universitario Puerta de Hierro y posible SCA.

A partir de las 11 variables de riesgo seleccionadas (hipercolesterolemia previa,
hipertension arterial, mutaciones en el gen del leucotrieno B4, proteina cTnl, CK, AST, LD,
creatinina, mioglobina, albimina modificada por isquemia y dimero D) y con un coeficiente
beta asociado a cada una de ellas, se llega al modelo final en tres pasos con 9 variables finales
(en el segundo paso sale CK y en el tercero AST) que proporciona la probabilidad de SCA en
cada individuo. SCORE es una puntuacion obtenida de modelo logistico para estimar la
probabilidad de SCA en pacientes con sintomatologia y/o electrocardiograma dudosos de esta

patologia. Es un instrumento 1til para evaluar la calidad asistencial.

En la siguiente tabla se representa el porcentaje correctamente clasificado segiin el
modelo logistico, 83,2% aciertos en pacientes, y 87,4% en controles, por lo que aseguramos que

no existan falsos SCA, con el ahorro de recursos que esto implica. (Tabla 11)
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Pronosticado

grupo Porcentaje

Observado Control Paciente correcto
Pasol grupo Control 208 30 87,4
Paciente 38 200 84,0
Porcentaje global 85,7
Paso 2 grupo Control 208 30 87,4
Paciente 37 201 84,5
Porcentaje global 85,9
Paso 3 grupo Control 208 30 87,4
Paciente 40 198 83,2
Porcentaje global 85,3

Tabla 11. Porcentaje correctamente diagnosticado por el modelo logistico elegido.

A continuacion se detalla la obtencion de la formula por el modelo logistico

Variables Sig. OR=exp(B) IC 95% para Exp (B)
Inferior Superior
Hipercolesterolemia 1,137 0,002 3,12 1,53 6,36
HTA 0,612 0,047 1,84 1,01 3,37
Gen leucotrieno 0,964 0,002 2,62 1,42 4,86
c¢Tnl 0,916 0,005 2,50 1,33 4,71
LDH 0h 1,953 0,000 7,05 3,90 12,73
Creatinina 2,511 0,000 12,32 6,11 24,84
Mioglobina 1,044 0,001 2,84 1,51 5,36
Albumina modificada por 1,901 0,000 6,69 3,51 12,77
isquemia
DD 1,773 0,000 5,89 3,31 10,49
Constante -4,746 0,000 0,01

Tabla 12. Resultados del modelo logistico.
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Con estos coeficientes se establece la formula tedrica para el modelo logistico:

Probabilidad (SCA) =¢”/ (1 +¢°).
7 = -4,746 + 1,37*Hipercolesterolemia + 0,612*HTA + 0,964*Gen leucotrieno B4 +
0,196*cTnl + 1,953*LD + 2,511*Creatinina + 1,044*Mioglobina + 1,901*Albiimina

modificada por isquemia + 1,773*Dimero D

Los valores de las OR (odds ratio) se establecen con las exponenciales de los
coeficientes. De esta formula, teniendo en cuenta las OR, se establece la formula para la
puntuacion de SCA redondeando los coeficientes, haciéndola de uso mas sencillo en la practica

clinica y tras comprobar que los resultados obtenidos no se alteran de forma considerable:

SCORE = 3*Hipercolesterolemia + 2*HTA + 3*Gen leucotrieno B4 + 2*cTnl+ 7*LD +

12*Creatinina + 2*mioglobina + 7*albumina modificada por isquemia + 6*DimeroD

El modelo se ha validado a partir de su capacidad de calibracién (prueba de Hosmer-
Lemeshow). La prueba de Hosmer-Lemeshow (x*=5,30; p=0,725) estima un estadistico C a
partir de la diferencia entre valores de SCA observados en la realidad y los esperados por el
modelo en distintos grupos de riesgo. Un valor de p > 0,05 indica que el modelo ajusta bien los

datos y, por lo tanto, predice bien la probabilidad de SCA de los pacientes.

Con esta formula se calcula la puntuacidon o indice prondstico para cada paciente del
estudio, y se establecen los quintiles 20, 40, 60 y 80 de su valor. A continuacion se calcula la
probabilidad de SCA asociada con cada quintil, pudiendo tener asi un SCORE con el que

validar a futuros pacientes. (Tabla 13) (Figura 18)
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Quintiles de Score N° de SCA Casos/Controles % SCA IC (95 %)
<7 2/101 1,9 (0,2-6,8)
8-13 15/74 16,9 (9,7-26,3)
14-19 51/47 52 (41,7-62,2)
20-28 83/12 87,4 (79-93,3)
>29 87/4 95,6 (89,1-98,8)

Tabla 13. Numero de pacientes en el grupo caso y en el grupo control en cada SCORE

n° de casos

120

100 —

80 —

60 —

40 —

20 —

<=7

8-13 14-19 20-28
quintiles score_SCA

>29

I control
M Paciente

Figura 18. Numero de casos de cada grupo de pacientes en los 5 grupos de SCORE.

Por ultimo, se estudia la relacion entre la mortalidad-grupo (casos-controles) y

mortalidad-grupo de puntuacion (quintil).
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8. Mortalidad en los grupos de poblacion y en los de puntuacion.

Estimacion de riesgo

Tabla de contingencia GRUPO * muerte

Intervalo de confianza
muerte al 95%
N s Total Valor Inferior Superior
Razén de las ventajas
GRUPO Control Recuento 179 59 238 para GRUPO (Control 1,565 1,051 2,331
% de GRUPQ  75,2% 24,8% 100,0% / Paciente)
Paciente Recuento 157 81 238 m:j n': Eol\rllorte 1,140 1,014 1,281
% de GRUPQ 66,0% 34,0% 100,0% Para la cohorte
Total Recuento 336 140 476 | [ muerte=s 728 49 967
% de GRUPQ 7016% 29’4% 100’0% N de casos validos 476

Tablas 14 y 15. Mortalidad en el grupo de casos y en el grupo de controles. Razon de

mortalidad entre ambos grupos.

Como se observa en las tablas anteriores, la diferencia en la mortalidad entre ambos

grupos no tiene importancia ni clinica ni estadistica OR = 1,56 (1,05-2,33).

Tabla de contingencia quintiles de P_LOGIT * muerte

muerte
N S Total

quintiles de <=7 Recuento 78 25 103
P_LOGIT % de quintiles

de P_LOGIT 75,7% 24,3% 100,0%

8-13 Recuento 64 25 89
% de quintiles

de P_LOGIT 71,9% 28,1% 100,0%

14-19 Recuento 77 21 98
% de quintiles

de P_LOGIT 78,6% 21,4% 100,0%

20-28 Recuento 68 27 95
% de quintiles

de P_LOGIT 71,6% 28,4% 100,0%

>29 Recuento 49 42 91
% de quintiles

de P_LOGIT 53,8% 46,2% 100,0%

Total Recuento 336 140 476
% de quintiles

de P_LOGIT 70,6% 29,4% 100,0%

Tabla 16. Mortalidad en las distintas puntuaciones del SCORE.

No hay cambios en la mortalidad entre los distintos quintiles hasta llegar a puntuaciones
mayores de 29 (tabla 16), donde la mortalidad aumenta considerablemente. Estos datos podran

servir para futuros estudios de mortalidad en el SCA por grupos de estratificacion.
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9. Validacion de la formula en otro grupo de pacientes.
El SCORE ha sido validado adecuadamente en los pacientes incluidos en esta tesis y
puede utilizarse para medir los resultados de la practica asistencial en un nuevo grupo de

pacientes.

El uso extenso y uniforme de un tnico modelo probabilistico permite realizar
comparaciones temporales internas y externas y puede ayudar a minimizar la conducta adversa

al riesgo fomentada por las comparaciones de resultados no ajustadas.

Un objetivo del estudio es validar este modelo predictor de SCA en un entorno
determinado, a partir de sus capacidades de calibracion y de discriminacion y, de este modo,
poder asegurar que el modelo predice bien el SCA en los pacientes atendidos en un contexto

como el de un hospital docente concertado dentro de la sanidad publica.

Para la validacion del score se selecciona una poblacion de 103 pacientes, seleccionados
aleatoriamente durante un periodo de 4 meses, con los mismos criterios de inclusion que la
poblacion objeto de esta tesis. De este segundo grupo de poblacion, 46 sufren un verdadero
SCA y 57 otras patologias. Se aplica la féormula a cada paciente eliminando la hipertension
arterial, puesto que solamente mejora el area en un 0,2%. Se calcula su validez mediante la

curva ROC.

108



Aréanzazu Martin Garcia | 2009

Curva ROC

1,0

0,8 -

0,6

Sensibilidad

0,4 —

0,2

—

0,0

T T
0,0 0,2 0,4

1 - Especificidad

Figura 19. Curva ROC tras la aplicacion de la formula a la nueva poblacion seleccionada.

Area bajo la curva

Variables resultado de contraste: P_SCA

Intervalo de confianza
asintotico al 95%

Limite
Area Error tip. Sig. asintotica Limite inferior superior
,980 ,012 ,000 ,957 1,004

Tabla 17. Area bajo la curva de la curva ROC probabilidad de SCA en la nueva poblacion

seleccionada.

El area bajo la curva (0,980) expresa la validez de la formula en la nueva poblacion. El
porcentaje correctamente diagnosticado con la formula original en la nueva poblacion es del

97,8 % y el porcentaje de patologia distinta al SCA correctamente diagnosticado es del 75,4 %.

Como resumen de esquematizan todas las posibilidades encontradas en la nueva
poblacion con la probabilidad de SCA para uso en la practica clinica. El significado de la tabla
siguiente se expresa en probabilidades (%) de SCA; por ejemplo, para un paciente sin ninguna
variable pronostica, la probabilidad de SCA es 1,29 % de riesgo. Para un paciente con valores

de concentracidn sérica por encima del punto de corte para creatinina, albumina modificada por

isquemia y troponina, la probabilidad de SCA es de 67, 3%.
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Cr | LD | DD | IMA | Myo | Col 1 | Leuc | c¢Tni | Probabilidad
de SCA
1 no no no no no no no no ,012
2 no no no no no no no si ,029
3 no no no no si no no no ,038
4 no no no si no no no no ,070
5 no no si no no no no no 075
6 no si no no no no no no ,081
7 no no no no si no no Si ,085
8 si no no no no no no no ,129
9 no no no si no no no Si ,150
10 no si no no no no no si 171
11 no no no si si no no no 192
12 no si no no si no no no 217
13 no no si si no no no no 327
14 no si no si no no no no ,346
15 no si si no no no no no ,362
16 no si no no si no no Si 393
17 si no no si no no no no ,469
18 si si no no no no no no ,5608
19 no si si no no no no si ,569
20 no si si no no Si no no ,632
21 no no si no si si no Si ,643
22 no no no si si si si no 659
23 si no no si no no no si 673
24 no si no no si si si no ,693
25 Si no no si no Si no no 728
26 si no no si si no no no 735
27 si no si no sSi no no no 748
28 no no si si no si no si 775
29 no no si si si no no si ,780
30 no no si si si no si no ,803
31 no si si no no si si no ,822
32 si no si si no no no no ,850
33 si si no no no si no si ,880
34 no si si si no no no si ,888
35 no si si si si no no no ,914
36 no si no si si si no si 922
37 no no si si si si si no ,925
38 no si si si no si no si ,960
39 no si si si si no no si ,961
40 no si si si Si no Si no ,966
41 no no si si si si si si 967
42 no si no si si si si si ,969
43 si si si si no no no no 975
44 si no si si si no no si ,976
45 si si no si si no no si ,978
46 si no si si si no si no ,979
47 si si si no si no no si ,980
48 si si no si si no si no 981
49 si no si si si si no no ,982
50 no si si si si no si si 985
51 si si si si no no no si ,989
52 si si si si si no no si 997
53 si si si si si si si no ,999

110



Aranzazu Martin Garcia | 2009

Siglas: Cre: creatinina; LD: lactato deshidrogenasa; DD: dimero D; IMA: albumina modificada por isquemia; Col1:

hipercolesterolemia; Leuc: gen productor de leucotrieno B4; ¢Tnl: troponina I cardiaca.

Con estos datos es posible concluir que el modelo SCORE ha quedado validado en este
centro y que se trata de un instrumento fiable. Las predicciones de probabilidad de SCA que se
obtienen son validas y ajustadas al riesgo real que presentan los pacientes. Se recomiendan

validaciones mas contextualizadas antes de poder utilizar con seguridad un modelo de regresion.
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v DISCUSION.

Las enfermedades cardiovasculares son una de las primeras causas de mortalidad en
Espaiia y, en general, en todos los paises industrializados. Debido a la mortalidad, la morbilidad

y al impacto sobre la salud de la poblacion que producen, actualmente supone uno de los

principales problemas sanitarios.

Dentro de este grupo de enfermedades, el sindrome coronario agudo (SCA) contintia
siendo el de mayor importancia, por lo que es objetivo de un gran nimero de investigaciones.
La Comision Conjunta de las Sociedades Cientificas de Cardiologia europea y americana
publico, en Septiembre del afio 2000, un documento en el que se daba una nueva definicion del
sindrome coronario agudo (SCA) como un proceso complejo. En la fisiopatologia del sindrome

participan multiples moléculas que han sido, son o seran objeto de estudio como posibles

marcadores bioquimicos del SCA:

INFLAMACION VASCULAR

Citoguinas proinflamatorias

IL-6
TNFa

™ Isquemia
Alimiag medilcads per
inquemia
Acidos grasos Bhres
Calina

Desestabilizacion de Ruptura
placa de placa Reactantes de fase aguda
MMP-9 sCD40L PCR
MPO PIGF
ICAM PAFP-A
VCAM
Disfuncidn miocardica
—» Necrosis ¥ BNP
¢TnT NT-proBNP
¢Tnl

Figura 20. Bioquimica en pacientes con SCA: inflamacion vascular con ruptura de placa,

isquemia, muerte celular y disfuncion miocardica (236).
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Citoquinas proinflamatorias, como son IL-6 y factor de necrosis tumoral alfa (TNF a).

Cada vez se publican mas estudios que relacionan estas moléculas con el SCA, aunque
su utilidad clinica atn es dudosa, sobre todo debido a su baja especificidad (237-246). A
nivel practico, existe dificultad para obtener los reactivos necesarios para la técnica
ELISA, siendo poco automatizados y costosos.

Particulas implicadas en la desestabilizacidén de placa (inflamacion vascular). Se estudia

la utilidad de moléculas como metaloproteinasa 9 (MMP-9), mieloperoxidasa (MPO),
ICAM y VCAM (particulas de adhesion intercelular y vascular). De estas moléculas, la
mieloperoxidasa es la que ha demostrado, hasta la actualidad, mayor utilidad en el
diagnostico del SCA. Un aumento de su concentracion sérica no parece especifico de
enfermedad cardiaca; atin asi, parece ser un marcador prometedor que ya esta siendo
objetivo de laboratorios comerciales. (247) Los ensayos disponibles para MMP-9,
VCAM e ICAM son técnicas de ELISA poco automatizables y costosas. Los ensayos de
mieloperoxidasa son técnicas fotométricas sencillas y mas econdmicas.

Particulas implicadas en la ruptura de placa (inflamaciéon vascular). Se incluyen

moléculas como el ligando soluble de CD40, PAPP-A y PIGF. En la literatura existente
sobre estas moléculas no esta clara su utilidad en el diagnéstico del SCA pero si parece
haber una relacion con dicha patologia. (248-249) Los ensayos incluyen ELISA (CD40)
e inmunoensayo (PAPP-A y PIGF), que estan disponibles en diversas empresas
comerciales aunque son costosos y no estd muy instauradas en los laboratorios de los
hospitales de Madrid.

Reactantes de fase aguda como la proteina C reactiva. Muchos son los estudios que

demuestran su utilidad en el diagnostico y prondstico del SCA, sobre todo a bajas
concentraciones. En la actualidad hay varios ensayos disponibles para esta molécula a
un coste razonable; y puede proporcionar informacion muy util de dicha patologia (250-

252), por lo que es objetivo de diversos trabajos.
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5. Moléculas implicadas en el proceso isquémico. Actualmente se estudia el uso de

moléculas como la albiimina modificada por isquemia, acidos grasos libres y la colina.
La albumina modificada por isquemia parece tener validez para el diagndstico del SCA,
sobre todo complementado por marcadores mas especificos. (253) La implicacion
directa de los acidos grasos libres parece menos clara y la utilidad clinica de la colina,
debido a su pequefio tamaifio (con un aclaramiento sanguineo rapido) y poca
especificidad, no parece muy buena. Los ensayos comercializados para la determinacion
de estas moléculas son escasos.

6. Moléculas de necrosis.

6.1 Las moléculas més utilizadas por su cardioespecificidad son las proteinas troponinas
Iy T cardiacas. La troponina I cardiaca (cTnl) es una molécula ampliamente utilizada
en la clinica y con abundante bibliografia aunque poco consensuada. En multiples
trabajos se demuestra su utilidad en el diagnostico del SCA, aunque, apoyado por un
marcador mas sensible, mejora su funcidon. Es considerado el “gold estandar” en las

ultimas recomendaciones de la NACB (afio 2000).

Otras moléculas que han sido estudiadas en los tltimos afios han sido:

6.2 La enzima aspartato aminotransferasa. Durante mucho tiempo su determinacion ha
resultado 1til en el diagndstico del infarto de miocardio, por su alta presencia en
musculo cardiaco y por su corta vida media. Debido a su gran inespecificidad cada
Vez se usa menos.

6.3 La enzima lactato deshidrogenasa. Su determinacion ha sido utilizada mucho
tiempo en el diagnostico del SCA, aunque actualmente existen marcadores mas
especificos. Aun asi, sigue siendo usada, sobre todo, si existe determinacion

simultanea de marcadores cardioespecificos.
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6.4 La enzima creatin quinasa. Aunque no es cardioespecifica se utiliza en la diagnosis
del SCA, sobre todo, su isoenzima CK-MB. A partir de la Gltima reunioén de las
Sociedades Cientificas de Cardiologia europea y americana, en el afio 2000, es
sustituida por la troponina por ser mas cardioespecifica.

6.5 Isoenzima BB de la glucogeno fosforilasa (GPBB). En la mayoria de pacientes con
SCA, GPBB aumenta entre 2 y 4 horas tras el inicio del dolor toracico y tiene su
maximo entre las 6 y las 20 horas. Afiadido a la escasa disponibilidad de reactivos,
hace cuestionar actualmente su validez como indicador de dafio miocardico
irreversible

6.6 Mioglobina. Debido a su liberacion en las primeras horas tras un SCA y a su alta
concentracion en musculo cardiaco, es un marcador muy utilizado desde hace afios
y hasta la actualidad en el SCA, aunque existe controversia al no ser

cardioespecifico.

7. Moléculas de disfuncién cardiaca: BNP y NT-proBNP. Estas moléculas se elevan en

sangre de pacientes con SCA por incrementos tanto del diametro de la camara
ventricular, como de la presion dentro del ventriculo izquierdo, durante la remodelacion
tras infarto transmural o como consecuencia de un dafio isquémico primario. Por ello

hay muchos estudios en la actualidad sobre su utilidad en el SCA.

Por otro lado, existen factores de riesgo ampliamente relacionados en la bibliografia con

el SCA, como son el tabaquismo, la funcidn renal y la hipercolesterolemia. En diversos trabajos
se ha relacionado la presencia de estos factores de riesgo con una mayor incidencia de SCA. El
tabaquismo participa en la formacion de la placa ateroesclerotica, la formacion de trombo y la
isquemia celular. Una funcion renal disminuida provoca una mayor sobrecarga cardiaca y, en
caso de formacion de un trombo, participa del empeoramiento de la funcion cardiaca. El
colesterol participa de la formacion de placas ateroescléroticas de forma directa, sobre todo la

fraccion LDL-colesterol.
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Otros marcadores ampliamente relacionados con el SCA, son proteinas de la

coagulacion como el fibrindgeno, plasminogeno y dimero D. La trombosis coronaria es el
principal mecanismo de transicion de una enfermedad coronaria ateroesclerotica estable a un
sindrome coronario agudo (SCA). La trombosis, como expresion de disfuncion endotelial, es el
resultado de una compleja interrelacion entre estimulos ambientales, inflamatorios y
tromboticos que contribuyen a la extension, persistencia del trombo y a eventos
cardiovasculares adversos. Estos hallazgos sugieren que en la fase aguda y en el seguimiento de
un SCA, marcadores de coagulacion y fibrinolisis tienen una relacion directa e independiente

con procesos cardiovasculares adversos.

Las tultimas innovaciones incluidas en la bisqueda de marcadores para el SCA se basan

en la genética. Son muchos los estudios que intentan buscar relacion entre genes y esta
patologia, pero ninguno de ellos es concluyente. En pequefios trabajos se ha demostrado que las
variantes de un gen (ALOXS5AP) contribuyen al riesgo de enfermedad aumentando la
producciéon de una molécula proinflamatoria llamada leucotrieno B4 (LTB4). Estos resultados
han dado un acercamiento terapéutico, directo y potencial de gran alcance para prevenir el SCA:
inhibir la sintesis de LTB4. Se han estudiado otros genes que no han demostrado utilidad en esta
patologia como son MYH7, TNNT2, TNNI3, ACE-17q y gen del receptor a2-adrenérgico. Se

necesitan mas estudios para comprobar la utilidad de cada gen en el SCA.

116



Aranzazu Martin Garcia | 2009

En las ultimas recomendaciones se establece el uso de varios marcadores bioquimicos
del SCA para un diagnostico mas certero de dicha patologia. En este trabajo se estudia el
comportamiento de varios marcadores en pacientes con SCA y en pacientes con otras
patologias, con el fin de determinar cual tiene interés clinico en el diagnostico. Se incluyen en el
estudio marcadores de casi todos los procesos implicados en el SCA. Por ultimo, se intenta
relacionar estas variables en una féormula que permita estratificar a los pacientes que pueden

sufrir un SCA con una probabilidad y, asi, dirigir el tratamiento médico.

De las particulas implicadas en la desestabilizacion de placa (inflamacion vascular), la
mieloperoxidasa y la homocisteina, como ya se ha comentado, necesitarian mayor nimero de
pacientes para demostrar su utilidad en la diagnosis del SCA. Son moléculas poco especificas

que no presentan mejoras con respecto al resto de marcadores en este trabajo.

La proteina C reactiva es una molécula que a bajas concentraciones puede servir para el
diagndstico y/o prondstico de un SCA. Los estudios existentes no demuestran de forma evidente
esta utilidad y el trabajo aqui valorado, tampoco lo corrobora. Es una molécula de fase aguda
poco especifica y con una sensibilidad no superior a otras moléculas. Se necesitaria un estudio

mas amplio a distintos puntos de corte, para establecer su uso en el protocolo para SCA.

De las moléculas implicadas en el proceso isquémico, la albamina modificada por
isquemia ha mostrado una gran utilidad en el diagndstico para SCA. Presenta como desventaja
que es una molécula que eleva su concentracion sanguinea en todos los procesos isquémicos
(sepsis, traumas,...), siendo poco especifico, pero si se determina de forma simultanea con otro
marcador mas especifico, resulta un marcador muy util y facilmente determinable en el
laboratorio. El ensayo comercial no estd muy extendido, pero existe y, en poco tiempo, sera mas

accesible.
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De las moléculas de necrosis celular, la troponina, tanto en la bibliografia como en este
trabajo, demuestra ser una molécula muy especifica de SCA, alin asi se mejora su utilidad si se
determina de forma simultanea con otro marcador més sensible. El problema que presenta esta
molécula es la falta de estandarizacion tanto de su ensayo comercializado como de su uso, por
lo que este trabajo contribuye a protocolizar su funcion clinica. Las enzimas AST y LD, se
elevan a las pocas horas tras un SCA, son marcadores muy sensibles aunque muy poco
especificos. En este trabajo se concluye que estas moléculas, junto con la determinacion de
moléculas més especificas, siguen siendo validas para el diagnostico de dicha patologia. La
enzima CK posee unas caracteristicas similares a las enzimas anteriores, pero su isoenzima CK-
MB es bastante mas especifica por lo que estd incluida en las recomendaciones de las
sociedades internacionales. Esta isoenzima no llega a ser tan especifica como la troponina y sus
ensayos comercializados (tanto la medida de actividad enzimatica como el inmunoensayo de
CK-MB masa) presentan limitaciones. En este trabajo demuestra su utilidad pero ésta no es muy
superior a la de las enzimas anteriores y, sobre todo, a la de la troponina por lo que no
recomienda su uso en solitario. Por ultimo, la mioglobina es una proteina con una escasa
especificidad pero muy sensible y facilmente determinable. En los resultados aqui obtenidos, se
demuestra que es una molécula util si se determina simultaneamente con un marcador mas

especifico como la troponina.

De las moléculas de disfuncidon cardiaca, el NT-proBNP resulta ser una molécula
relativamente sensible y especifica de patologia cardiaca que por si sola no presenta mejoria con
respecto al resto de moléculas estudiadas, por lo que no se recomienda su uso en la practica

clinica para el diagnostico del SCA, segun los resultados aqui obtenidos.
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De los factores de riesgo incluidos en el estudio, tanto la funcion renal, valorada con las
concentraciones de creatinina sérica, como la presencia de hipercolesterolemia previa, tienen
influencia en la presentacion de SCA. El tabaquismo y la hiperglucemia no tienen una
influencia tan clara en dicha patologia. La hipertension arterial es el factor de riesgo de mayor
influencia en la probabilidad de desarrollo de un SCA, por lo que es incluido en la formula del

SCORE disefado.

De las proteinas de la coagulacion, tanto fibrindgeno como plasminogeno y dimero D
demuestran tener valor en el diagnostico del SCA. Son moléculas poco especificas y por si solas
no presentan ventajas con respecto al resto de marcadores. Sin embrago, en compaiia de
moléculas mas especificas, si afiaden gran valor al diagnoéstico, sobre todo en el caso del dimero

D, donde la relacion es mas clara que para las otras dos proteinas.

En el caso de los genes relacionados con el SCA, no existe una relacion tan evidente
como con el resto de moléculas. El gen productor de leucotrieno B4 parece ser el tnico que
presenta relacion con la presencia de dicha patologia tanto en la bibliografia como en este
trabajo. Se ha estudiado la presencia de un SNP en este gen que ha sido asociado con una mayor
prevalencia de SCA. El trabajo se podria completar disefiando un haplotipo formado por mas
SNPs que se presente mayoritariamente en pacientes con SCA. Esto daria un gran avance en la

prevencion, diagnostico o prondstico de este grupo de patologias.

Para conseguir en lo posible las recomendaciones de la NACB y conseguir asi el
diagnostico certero y rapido del SCA, este trabajo tiene como ultimo objetivo la validacion de
un modelo probabilistico SCORE para la estratificacion del riesgo en pacientes con sospecha de
SCA. Mediante una formula obtenida a partir de los resultados, se adjudica a cada paciente una

puntuacion asociada a una probabilidad de SCA. La férmula utilizada es:
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Puntuacion SCA = 3*Hipercolesterolemia + 2*HTA + 3*Gen leucotrieno B4 + 2*cTnl+
7*LD + 12*Creatinina + 2*Mioglobina + 7*Albimina modificada por isquemia +

6*Dimero D.

En caso de que el marcador sea positivo o superior al punto de corte, toma como valor
1, de lo contrario toma el valor 0. En esta formula se incluyen moléculas participes de los

distintos procesos que tienen lugar en el SCA.

Se incluyen marcadores genéticos, de necrosis, de isquemia, de la cascada de
coagulacion y factores de riesgo. La combinacion de los marcadores implicados en distintas

rutas metabolicas facilita el correcto diagnostico de pacientes con posible SCA.

Con el disenio del SCORE y la asignacion de una puntuaciéon asociada a una
probabilidad de SCA, se consigue una buena clasificacion de los pacientes en la practica clinica,

como se observa en el siguiente grafico.

n° de casos

120 7 I control
Il sca

100 —

80 —

60 —

40 —
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Figura 21. Representacion en grafico de barras de la clasificacion de los casos y controles segiin

la formula.
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Este modelo es validado con otro grupo de pacientes admitidos con los mismos criterios
de inclusion que los pacientes del estudio inicial. Con estos datos es posible concluir que el
modelo SCORE se trata de un instrumento fiable. Las predicciones de probabilidad de SCA que

se obtienen son validas y ajustadas al riesgo real que presentan los pacientes.

Un estudio con un mayor tamafio de la muestra y, por lo tanto, mas eventos registrados
(muertes) proporcionaria resultados mas potentes, ya que la prueba de Hosmer-Lemeshow se
basa en eventos esperados respecto a observados. Por lo que este estudio sirve de base para
estudios mas robustos que perfeccionen la féormula obtenida hasta llegar a una de uso comun y

unico en un area sanitaria.

El uso extenso y uniforme de un unico modelo probabilistico permite realizar
comparaciones temporales internas y externas y puede ayudar a minimizar la conducta adversa

al riesgo fomentada por las comparaciones de resultados no ajustadas.
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* CONCLUSIONES.
- No existe ningun marcador que cumpla las caracteristicas de idealidad para el
diagnostico del SCA, segun las recomendaciones de las sociedades europeas y

americanas (afio 2000).

- La combinacién de marcadores proporciona mejoras. Se incluyen marcadores
que participan en los distintos procesos implicados en el SCA, consiguiendo un
diagnostico mas certero. Por otro lado, el protocolo multimarcador permite

disminuir los puntos de corte aumentando la sensibilidad en el diagnostico.

- De los maltiples marcadores existentes actualmente, la c¢Tnl es la mas
especifica de forma demostrada. Como desventaja demuestra la falta de

consenso tanto en sus ensayos como en su interpretacion de resultados.

- Moléculas como la mioglobina, LD, Dimero D y albumina modificada por
isquemia son marcadores sensibles, tanto o mas como la enzima CK. LD lleva
siendo utilizada mucho tiempo. El resto de moléculas deberian ser incluidas en
el protocolo para SCA, puesto que afaden ventajas a marcadores menos

sensibles como la troponina.

- El estudio genético facilita la certeza. Hasta hace poco tiempo, el diagnostico
del SCA se basaba unicamente en marcadores proteicos (protedmica).
Actualmente se estd demostrando la utilidad del estudio de genes implicados en
estas patologias (gendmica). Esto amplia el campo de estudio ofreciendo grandes

ventajas a la practica clinica.
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- Continua la busqueda de marcadores que aventajen a los existentes. El estudio
de nuevas moléculas que presenten mejoras con respecto a las establecidas no
debe frenarse siendo un campo de investigacion con gran interés en la

actualidad.

- Los factores de riesgo tienen una influencia importante en la presentacion del

SCA. Su consideracion a la hora de diagnosticar un SCA posee gran valor.

- Seria interesante estratificar por sexo y edad para ver la influencia de los

factores de riesgo asi como del resto de marcadores que van emergiendo.

- El comportamiento de CK, ¢cTnl y LD en el tiempo da idea de la evolucion del
SCA, sobre todo para el caso de los dos primeros marcadores (CK y c¢Tnl). Seria

importante relacionarlas con el prondstico de los pacientes.

- Con la creacion de un SCORE se puede estratificar a los posibles casos de
SCA, asignandoles una probabilidad y dirigiendo el diagndstico de forma precoz

y con el menor coste. Con una formula sencilla se mejora la practica clinica.
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