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1 RESUMEN

El corazon es considerado como la bomba motriz que mantiene la sangre en circulacion por
todo ¢l organismo ; es un organo formado por tejido muscular y presenta un tabique
nterventricular que lo divide en su parte media, limitado por 4 cavidades; 2 auriculas y 2
ventriculos la mitad derecha dirige la sangre a los pulmones, mientras que la izquierda recibe
la sangre oxigenada de éstos conduciéndola a la circulacion general. Las enfermedades del
corazon pueden presentarse en una amplia variedad de formas (angima de pecho,
aterosclerosis, arritmias cardiacas, infarto al miocardio, etc.) sus causas pueden ser congénitas
o adquiridas. Las alteraciones tisulares durante un infarto agudo al miocardio (IAM) consisten

en isquemia, lesion y muerte de las células.

A pesar de que existen numerosos sintomas durante la fase aguda del IAM el mas
caracteristico es un dolor intenso persistente en la region precordial iradiado a menudo hacia
¢l brazo izquierdo pndiendo éste estar acompaiado de sofocacion, palidez, diaforesis fria,

pulso rapido y disminucion de la presion arterial .

La causa mas frecuente del infarto al miocardio es una trombosis coronaria frecuentemente

provocada por irregularidades en la pared del vaso sanguineo secundarias a aterosclerosis.

En la actualidad no se cuenta con un solo método de diagnostico optimo ; pero existen varias
técnicas que en conjunto forman un diagnostico adecuado, estas técnicas son: la
Electrocardiografia, la Ecocardiografia, la Angiocardiografia , la Biopsia y la Medicina

Nuclear.

En 1974 ' se reponto el empleo del acido difosfono-propano-dicarboxilico (DPD) marcado

con Tc ™ . para su uso en la gammagrafia cardiaca con fin de dingnéstico para la deteccion del



1AM sin onda Q. Esta técnica se basa en la union de los radiofosfatos al calcio depositado
principalmente en las mitocondrias liberado de Ins células necrosadas.

Doce alos después, en 1986 7 se desarrollo otro método basado en el uso de anticuerpos

monoclonales anti-miosina, marcados con In'".

Los anticuerpos pueden atravesar la
membrana de las células lesionadas y unirse especificamente a la miosina, la especificidad en
este caso ¢s mayor debido a que implica una reaccion antigeno-anticuerpo . En un estudio
comparativo ' de estas metodologias se demostro que la gammagrafia con radiofosfatos es
capaz de detectar el 44% de los casos con IAM, mientras que en la gammagrafia con
anticuerpos anti-miosina se diagnostico el 58% , en este trabajo en la mayorfa de los casos
(mas del 85%) el infarto se localizaba en la zona inferoposterior del corazon. A pesar de que
la eficacia de la gammagrafia con anticuerpos anti-miosina es la mas elevada y no se producen
efectos adversos, el alto costo de cste método no permite su empleo generalizado, en nuestro
pais. por lo que su uso esta limitado a algunos hospitales privados y solo en aquellos casos en

los que la deteccion planar y la tomografia con radiofosfatos marcados con tecnecio son

negativas.

El objetivo del presente trabajo es el establecimiento de la wetodologia para la obtencion de
!».. o

anticuerpos  policlonales anti-miosina cardiaca canina para posteriormente producir

anticuerpos monoclonales anti-miosina cardiaca, ya que esta tesis forma parte del proyecto

“Anticuerpos monoclonales anti-miosina con fines de uso diagndstico” a nivel hospitalario en

nuestro pais; ya que debido al alto costo de los anticuerpos comerciales anti-miosina ya

existentes en el mercado, no todos los pacientes con padecimientos cardiacos pueden tene-

acceso a ellos para un método de diagnostico rapido, efectivo y no invasivo.



La miosina fue extraida de corazon canino mediante solubilizacion diferencial de la proteina en
cloruro de potasio (KCI), para su purificacion se emplearon tres metodologia comparativas,
las cuales fueron: precipitacion con sulfato de amonio, electroelucion y separacion por punto
isocléctrico. este ultimo proporciono la pureza y concentracion suficientes para la
immunizacion de los ratones de la cepa BALB/c de 6-8 semanas de edad con una dosis de opg
de proteina + 100u1 de adyuvante incompleto de Freund; administrada por via intraperitoneal
cada 15 dias por 2 meses para inducir la produccién de los anticuerpos policlonales anti-
miosina. Posteriormente a la inmunizacion de los ratones se sangraron para probar y titular los
anti-sueros policlonales por ELISA, obteniéndose titulos de 1:6400 y en inmunotransferencias

el titulo fue de 1:5000.

Con cl anti-suero policlonal de los ratones imnunizados, se realizaron pruebas
inmunohistoquimicas con las cuales se demuestra que los anticuerpos policlonales anti-miosina

reconocen la miosina que se encuentra en las células lesionadas en el tejido infartado humano.

Loncluyéndose de esta manera que con la metodologia empleada para la extraccion de
miosina se obtuvo de manera rapida la miosina nativa, la cual esta altamente enriquecida. La
purificacion por precipitacién con sulfato de 'amouio puede ser utilizada iniciahnente ya que
con dicha técnica se eliminan muchos contaminantes. Con la técnica de electroelucion se
obtiene una proteina de mayor peso molecular pero la concentracion fue minima; presentando
problemas de agregacion a la hora de concentrarla y finalmente con la purificacion por
isoelectroenfoque nos proporciné dos fragmentos de miosina, con los que se inmunizaron a

los ratones obteniéndose asi los anticuerpos policlonales, con los cuales en pruebas



inmunohistoquimicas de tejido infartado humano, estas reconocieron la miosina que se

encuentra en las células lesionadas.

Con este trabajo se establecio la metodologia para la purificacion de miosina cardiaca y se
obtuvicron anticuerpos murinos policlonales anti-miosina. Posteriormente a los animales
inmunizados se les empleara en el proyecto titulado “Anticuerpos monoclonales anti-miosina
con fines de uso diagnostico” llevandose a cabo actualmente en el Departamento de Biologia

Celular del INC.

2 GENERALIDADES

2.1 INFARTO AGUDO DEL. MIOCARDIO (IAM) :

En México como en Europa y en Estados Unidos el infarto agudo al miocardio (JAM) es
considerado como un problema de salud publica, en este ultimo pais, cada aiio casi 1 500 000

personas sufien de IAM " lo que representa al rededor del 25% de las muertes en general.

Mas del 60% de las muertes ligadas al IAM ocurren dentro de la primera hora del suceso y se
deben principalmente a arritimias y particularmente a fibrilacion ventricular. La mortalidad en

el hospital y un aiio posterior al infarto son cercanas al 10% en cada caso.

El 1AM es la maxima expresion de la insuficiencia coronaria y se traduce patologicamente por
la existencia de necrosis en una zona localizada del miisculo cardiaco, como consecuencia de
una isquemia y lesion del mismo. Entre los sintomas de la fase aguda, el mas caracteristico es
un dolor precordial intenso y persistente. En la mayor parte de los casos este dolor se
acompaia de ansiedad, sofocacion, diaforesis fiia, pulso rapido, nauseas, vomito y baja de la

presion arterial.



Aparecen taimbién transtornos en la conduccion eléctrica que se manifiestan por cambios en el

electrocardiograma (ECG), ya sea alteraciones en la onda T, desniveles del seginento ST y/o

anormalidades en la onda Q.
2.2 CAUSAS A1‘EROSCLER6TICAS DEL 1AM :

Casi todos los infartos miocardicos (IM) se deben a aterosclerosis de las arterias coronarias a
las cuales se les superpone una trombosis coronaria, dando como resultado final la
disminucion de luz de las arterias coronarias, lo cual a su vez disminuye el aporte sanguineo al
miocardio. Cuando el riego coronario disminuye por debajo de cierto valor critico, las fibras
miocardicas desarrollan una lesion isquéica, cuando ésta es mas grave, o persiste por mas
tiempo, se produce un dailo miocardico irreversible, es decir, un infarto miocardico. En la
mayoria de los estudios llevados a cabo en necropsias, las placas aterosclerdticas que se
acompaiian de trombosis y oclusion total, localizadas en los vasos relacionados con el infarto,
suelen ser mas complejas e irregulares que las observadas en los vasos no ligados al IM *. Los
estudios histologicos de estas lesiones a menudo revelan ruptura o fisura de las placas *”. La
morfologia angiografica que permite sospechar de rotura de placas se observa en casi todas las

estenosis ligadas a IAM o al comienzo subito de una angina de pecho inestable *”.

A raiz de los trabajos de J.B.Henick, los cardiologos sospechaban la existencia de una
relacion causa-cfecto entre trombosis coronaria ¢ infarto de miocardio, pero la prueba mas
contundente la aponto el equipo de De Wood, quienes practicaron en 322 pacientes afectados
de infarto de miocardio una coronariografia, la observacion del trayecto del producto de
contraste y su estancamiento en las coronarias les permitio demostrar que mas del 80% de los

pacientes presentaban una trombosis coronaria en las 6 primeras horas del infarto. De esto



deriva I idea de emplear medicamentos tromboliticos capaces de disolver el coagulo arterial
Durante la necrosis, los trombos coronarios tienen una longitud aproximada de 1 cm, en casi

todos los casos "'y se encuentran adheridos a Ia superficie intema de las coronarias.

La composicion de los trombos varia en diferentes grados; hay trombos compuestos por

plaquetas v fibrina; y otros compuestos por eritrocitos, fibrina, plaguetas y leucocitos .
2.3 CAUSAS NO ATEROSCLEROTICAS DEL 1AM :

Existen numerosos procesos patologicos distintos a la aterosclerosis que a veces afectan a las
anterias coronarias y causan infarto del miocardio '>. Muchos procesos inflamatorios producen
anomalias en las arterias coronarias, algunas de las cuales legan a simular una enfermedad
aterosclerotica. Entre estos procesos se encuentran las infecciones causadas por el virus
Coxsackie B, que son una causa rara de IAM | la aonitis sifilitica, que puede producir la
oclusion de uno o ambos orificios coronarios " y la tripanosomiasis causada por el parasito
Trypanosoma cruzi , el cual es el patogeno mas comin asociado con las enfermedades

B Otras causas de

inflamatorias del corazon en pacientes con la enfermedad de Chagas
oclusion coronaria son la arteritis necrosante, la poliarteritis nodosa '® y el lupus eritematoso

generalizado .
La magnitud y localizacion del IAM depende de diferentes factores
1.- Localizacién y gravedad del proceso aterosclerdtico en la circulacion colateral,

2.- Tamato del lecho vascular perfundido por la coronaria afectada, 3.- Requerimientos de
oxigeno del miocardio hipoperfundido, 4.- Grado de desarrollo de la circulacion coronaria

colateral y 5.- Presencia, localizacion y gravedad de un espasmo coronario.



Los infartos del miocardio pueden dividirse en dos grupos fundamentales: infartos
transinurales, donde la necrosis afecta a todo el espesor de la pared ventricular e infartos no
transmurales o subendocardicos. En la trombosis coronaria aguda parece ser mucho mas

frecuente el infarto transmural ™",

Electrocardiograficamente un infarto miocrdico puede ocurrir sin que se presente una onda Q
anormal al cual se denomina infarto sin onda Q tratdndose siempre de un infarto
subendocardico o infarto sin onda Q. Sin embargo, la correlacion entre datos
electrocardiograficos de infartos miocardicos transmurales o subendocardicos y los datos

anatomopatologicos no es muy buena ',

La montalidad de pacientes con infarto sin onda Q es aproximadamente la mitad a la de los
pacientes con infarto que presentan electrocardiograficamente una onda Q alterada %' a
menos que ocurra una extension del misino, un reinfarto, en cuyo caso el porcentaje de
mortalidad es similar a la de los pacientes con IM con ouda Q 2 Los pacientes con infarto sin
onda Q tienden a presentar pequeiios infartos al inicio y es raro que lleguen a presentar
oclusiones completas de las arterias ">, Sin embargo, no se sabe si un infarto sin onda Q sin

complicaciones sea en verdad un proceso patologico benigno 2%

Un estudio demostro que el 60% de los pacientes presentaron obstruccion critica en arterias
coronarias importantes y cerca del 20% llegaron a desarrollar un infarto agudo con onda Q a
los 3 meses de haber presentado infarto sin onda Q . Otro anilisis revelo que casi la mitad de
los pacientes con infarto sin onda Q sufiieron una angina de pecho inestable durante un
periodo de seguimiento en promedio de 11 meses. En definitiva, es evidente que los pacientes

con infartos sin onda Q presentan una historia natural diferente de pacientes con infartos con



onda Q. Los primeros se consideran procesos patologicos relativamente inestables que se
acompailan de una mortalidad inicial baja pero con un elevado riesgo de infartos tardios,
letales. En la actualidad se sabe que un infanto miocardico tranmural suele deberse a trombosis
coronaria, pero la secuencia fisiopatologica precisa del infarto del miocardio a pantir de la

aterosclerosis coronaria no es bien conocida **'.

La rapidez con la que la trombosis se desarrolla y el grado de circulacion colateral puede

determinar si una oclusion coronaria aguda causa infarto transmural, subendocirdico o nada

de infarto %,

2.4 OBSERVACIONES MICROSCOPICAS HISTOPATOLO'GICAS DEL IAM:

Entre los analisis microscopicos se encuentran los realizados por Bouchard y Majno quienes
observaron un patron ondulatorio de las fibras miocardicas que aparecen inmediatamente
después de iniciado el infarto: esto se debe a una contraccion desordenada de las fibras
miocardicas **" Al microscopio de luz es posible identificar bandas de contraccion y
pequeiios espacios entre las fibras miocardicas, asi como un infiltrado de neutrofilos y
eritrocitos ™. A los 60 minutos de la oclusion coronaria, se observa edema en las fibras
miocardicas con anomalias de las mitocondrias caracterizadas por desorganizacion intema y
alteraciones de las fibrillas. En una isquenia que se presenta de 20 minutos a las 2 horas, los
cambios en algunas fibras se vuelven irreversibles y se agravan las lesiones. En el miocardio
isquémico, las mitocondrias estan edematosas y contienen en su interior depositos de fosfato

PR
de calcio ™.



A las 24 lhrs. en las fibras miocardicas afectadas hay desorganizacion del citoplasma con
pérdida de las bandas estriadas. En la zona de infarto, los capilares miocardicos se dilatan, hay

acumulacion de leucocitos, primero en la periferia y luego en la zona de infarto.

En los 3 primeros dias, el tejido intersticial se vuelve edematoso, hacia el cuarto dia del infarto
empieza la eliminacion de las fibras necréticas que comienzan en la periferia, luego hay llegada
de linfocitos, macrofagos y fibroblastos, que se infiltran en los miocitos. Al octavo dia
desaparecen las fibras musculares necroticas y al décimo dia disminuye el nimero de
leucocitos polimorfonucleares, mientras que aparece por primera vez un tejido granuloso en la
periferia del infarto. En el interior de! infarto siguen creciendo vasos sanguineos filtrandose
fibroblastos, mientras que desaparecen las fibras musculares necréticas; esto sucede entre la
cuarta y sexta semana después del infarto. Para esta fecha todo el miocardio necrotico ha

desaparecido, este proceso continia junto con el depdsito de fibras colagenas en la zona

infartada .
2.5 MECANISMOS DE CONTRACCION Y RELAJACION MUSCULAR :

Las fibras cardiacas estan conectadas entre si mediante una red delgada de filamentos de

37 . .y N
en la orientacion de las mismas, la

colagena, estos desempeflan un papel importante
distensibilidad de tejido y la transmision de fuerza entre ellas, las fibras eldsticas estan
compuestas de microfilamentos de giucoproteinas y elastina amorfa % Las fibras del
marcapaso o del automatismo cardiaco, son ligeramente mas pequedas *.

El sarcolema es una membrana extema que rodea a cada fibra miocirdica y presenta

17304142

invaginaciones a lo largo de las lineas Z dc los sarcoineros . El sarcolema esta

compuesto por la membrana plasmatica (plasinalema) y una membrana basal, la prinera tiene



la estructura general de doble membrana, mientras que la segunda se encuentra en la superficie
externa del plasmalema y consiste en una delgada capa rica en polisacaridos. La funcion
principal de la membrana plasmatica en la contraccion muscular es la conduccion de la onda
de despolarizacion, ademas de proteger a la fibra muscular, el sarcolema imparte una

caracteristica de resistencia al estiramiento del misculo.

El sarcoplasma de una fibra muscular consiste en el contenido del sarcolema, con exclusion de
las proteinas de los elementos contractiles y los nicleos. Contiene los organelos

citoplasmaticos usuales, incluyendo las mitocondrias y reticulo endoplasmico.

Los miocitos (fibras miocardicas) normalmente presentan una longitud de 50 a 100
micrometros y un diametro de 10 a 25 micrémetros. Cada fibra esta formada por numerosas
fibrillas estriadas dispuestas en sentido longitudinal, las cuales, a diferencia de lo que sucede
en el musculo esquelético, estan parcialmente separadas por inclusiones citoplasmiticas que

. . . . .
contienen mitocondrias y tibulos .

Las fibras estan compuestas por sarcomeros iguales, dispuestos longitudinalmente y separadas
por dos lineas **. Los sarcomeros ocupan cerca del 50% de la masa de las fibras cardiacas *' y
se ordenan de manera que los extremos de las fibrillas adyacentes estén alineadas,

.o . . . 40-
obteniéndose asi una imagen estriada ***

. Los sarcomeros varian entre 1.6 y 2.2 micras,
segiin la longitud del musculo. El centro del sarcémero esta ocupado por una banda oscura . la
banda A (banda anisotropica o birrefiigerante que rota la luz polarizada) y tiene una longitud
de 1.5 micras. La banda A esta limitada por dos bandas mas delgadas denominadas bandas |

(isotropicas) de longitud variable en funcion de la longitud del sarcomero . Las bandas del

sarcometro reflejan la superposicion de los filamentos constituidos por proteinas contrictiles.



Los filamentos delgados de actina estan unidos a cada linea Z y se proyectan en sentido
longitudinal hacia el centro del sarcomiero, en donde se superponen con los filamentos gruesos
compuestos de moléculas de miosina ***'**. Los filamentos gruesos y delgados en la banda A
generan la fuerza y el acortamiento del miocardio, ya que los filamentos se deslizan uno sobre
otro conservando constante su longitud. El nucleo esta colocado en el centro de las fibras

miocardicas.

Las mitocondrias que constituyen el 20% del volimen de las fibras ** son estructuras elipticas
de aproximadamente 2 a 5 micras por 0.5 micras y estan situadas entre y junto a las fibrillas, y
también debajo del sarcomero; presemtan repliegues o crestas que se proyectan hacia el
centro de su membrana superficial y contienen enzimas del ciclo del acido tricarboxilico . La
gran proximidad de las mitocondrias, en donde se produce ATP, a los filamentos contractiles,
facilita la transferencia de ATP de su lugar de produccion a los lugares de su utilizacion

durante el proceso contractil.

La capacidad de contraccion del musculo y con ello de realizar trabajo mecanico, esta
relacionada con: la existencia de elementos estructurales especificos y la disponibilidad de la
energia quimica que se transforma en energia mecanica durante el proceso de contraccion. Los
verdaderos elementos contrictiles capaces de estirarse de forma reversible son las miofibrillas,
que constan de filamentos gruesos de miosina y filamentos delgados de actina que se
encuentran superpuestos, con una longitud constante, tanto en reposo como durante la

contraccion ***4,



2.6 PROTEINAS DE LOS ELEMENTOS CONTRAICTILES :

La estructura de las proteinas es compleja, la adaptacion de la célula para poder realizar un
numero extraordinario de reacciones quimicas es una funcion principal de las proteinas, las cuales
pueden transferir grupos quimicos de un compuesto a otro, funcionalmente pueden proporcionar
rigidez a la célula, controlar ¢l flujo en el transporte de metabolitos, actuar como sensores para
encender genes, producir movimiento, etc. Las proteinas son las moléculas organicas mas
abundantes . Se encuentran en todas las partes de cada célula ya que son la parte estructural y
funcional de la misma. Existen muchas clases de proteinas cada una de ellas especializada en una
funcion biologica diferente, todas contienen carbono, hidrogeno, nitrogeno y oxigeno. Los pesos
moleculares de las proteinas son muy elevados, pero por hidrélisis acida, las moléculas protéicas
dan una seric de compuestos organicos sencillos de bajo peso molecular, que son los aminoacidos,
que estan enlazados por uniones amida llamandose enlaces peptidicos. Los filamentos gruesos y

finos estan constituidos principalmente por proteinas de miosina y actina, respectivamente.



2.6.1 MIOSINA :

La miosina es una proteina presente en todas las células pitrg

eucarioticas, inicialmente, se descubrio por su actividad CABEZA DE
MIOSINA

motora en el misculo, posterionmente, se encontrod en

células no musculares y hasta la fecha se ha

caracterizado ampliamente, se dice que es una enzima | e
IOLIPEPTIDICAS
«HILICODALES

.o | ARROLLADNWS ENTRE 81

unica porque puede moverse a lo largo de un filamento |

SR
UAVA~

de actina por acoplamiento a cambios conformacionales

por la hidrolisis de la molécula de ATP.

REDION ARTICULA DA

Tav, VAT,

Los filamentos cardiacos mas gruesos, estan
CADENAY A DAY
compuestos de moléculas de miosina, esta proteina sélo
se encuentra en la banda A, tienen un didmetro
aproximado de 150 nm con extremos afilados, mide
entre 1.5 a 1.6 micras de longitud “*’ y tiene un peso . |

FIGURA A
molecular de 460 Kd (fig.A ); y los filamentos se

conservan paralelos y ordenados entre si por el efecto de conexiones centrales de la linea M.
Cada molécula de miosina presenta una cola en forma de baston que estd formada por 2
cadenas pobipeptidicas alfa-helicoidales enrolladas entre si, llamadas cadenas pesadas de
aproximadamente | 300 nm de longitud cada una; y una cabeza en forma de dos estructuras
esféricas formadas por 4 cadenas polipeptidicas (2 cadenas de 18 Kd, 1 de 16 Kd y 1 de 2]
Kd) que forman las cadenas ligeras, con una separacion de 14.3 min eutre cada una de las

estructuras. Existen 50 de estos coujuntos en cada mitad del filamento grueso, que rotan,
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cuando se activa el misculo, forman uniones o puentes con los filamentos de actina ***’
generando fuerza y produciendo acortamiento de las fibras. La miosina por si sola es capaz de
disociar el ATP, ya que la cabeza globular de la miosina tiene actividad enzimatica (ATPasa)
que se inhibe por ¢l Mg *? y se activa con pequenas cantidades de Ca’? *. Cuando la miosina
se combina con la actina, se forma un complejo de actomiosina que posee una actividad
enzimatica todavia mayor para utilizar ATP y que se estimula fundamentalmente por Mg' .
Mediante la tnipsina, una enzima proteolitica, la molécula de miosina se separa en dos
fragimentos : la meromiosina ligera y la meromiosina pesada, la meromiosina pesada a su vez
puede scpararse en dos porciones, fragmento S, y otro fragmento S, formando las porciones

que contienen la actividad enzimatica ATPasa.

2.6.2 ACTINA :

La locomocion de la célula resulta de la coordinacion de varias partes celulares como el
citoesqueleto, constituido por varias proteinas entre ellas la actina cuya organizacion es la
forma mas basica que se encuentra en la célula, esta proteina se reamvegla por subunidades
helicoidales formando filamentos. Los filamentos delgados compuestos por actina los cuales
integran las miofibrillas cardiacas tienen una longitud de 1.0 micras en fibra ventricular, estas
fibras forman una doble alfa-hélice que consta de dos cadenas de actina con peso molecular de

47 Kd y un diametro de 55 nm *'.

Los filamentos de actina se extienden desde la linca Z del sarcomero a través de la banda |
hasta llegar a la banda A, en esta iltima banda se localiza la region donde se superponen los

filamentos gruesos y delgados. en tanto que la banda | solo contienen filamentos delgados.



2,6.3 TROPONINA Y TROPOMIOSINA :

Constituyen cerca del 10% del total de las proteinas de las fibrillas y se relacionan con el

filamento delgado ™

La tropomiosina es una proteina en forma de baston, de 400 nm de longitud y de 20 a 30 nm
de diametro, con un peso molecular de 700 Kd **. Presenta la forma de dos espirales, cada una
de las cuales se sitia cerca del centro del surco entre las cadenas de actina. La tropomiosina
forma una cadena continua a través de la porcion central del filamento de actina, mientras que

el complejo troponina se localiza a intervalos de 365 nm.

La troponina puede separarse en tres componentes””: troponina C “factor exitador de calcio”,
que se une al calcio, troponina | “factor inhibidor” de la ATPasa de la actomiosina estimulada
por el Mg'? y troponina T, necesaria para que funcione todo el complejo de la troponina, y

. . . . [ 53,
sirve para que el complejo de la troponina se una a la actina y la tropomiosina ****,

Cuando faltan estas proteinas reguladoras de la COI](I‘B(;Ci()ll, las protefnas contractiles actina y
miosina interactiian y se activan por completo; para ello, solo se necesita la presencia de Mg’
y ATP para iniciar la reaccion que lleva a la contraccion muscular. Sin embargo, en presencia
de troponina y tropomiosina se inhibe la formacion de puentes cruzados entre la miosina y
actina ** . Cuando el Ca'? se une a la troponina C, se inhibe la union de la troponina I con la
actina, la cual a su vez produce un cambio en la formacion de la tropomiosina. La inhibicién
de la interaccion entre la actina y miosina, altera la configuracion de la tropomiosina, la cual a
su vez modifica la disposicion de los sitios activos a lo largo del filamento de actina durante la
relajacion. La tropomiosina bloquea los sitios activos de la actina que actian para formar

. d. . . . v
puentes transversales con la miosina ***. Al producirse la despolarizacion celular, el Ca”?



intracelular aumenta de 10”7 hasta cerca de 10° M. La troponina liga el Ca'’ y los bastones de
actina se desplazan hacia el centro del sarcomero **. Una vez efectuado este primer paso, una
cabeza de In miosina unida a la actina expulsa sus productos de hidrélisis del ATP, se une a
otra molécula de ATP y se despega del sitio de union con la actina, luego la cabeza de actina
vuclve a tomar su orientacion original y ¢l ciclo se repite: la cabeza de miosina se une a un

. . N " . N » 5257
monomero diferente de actina en un sitio imas distante en el filamento de actina .

Por lo tanto el proceso de acortamiento del masculo cardiaco consiste en un cambio relativo
en la posicion de los dos filamentos contractiles; es decir, los filamentos de actina se deslizan
sobre los de miosina por un proceso en el cual se prolduce fuerza de muchos puentes
transversales **. Si al misculo no se le penmite acontarse, es decir. se produce una contraccion
esométrica (en presencia de Ca’®), la meromiosina pesada no sulre ningin cambio
conformacional, se conservan los puentes entre actina y miosina es el ADP en vez del ATP el
que permanece unido a la miosina *”. La fuerza desarrollada es proporcional a la cantidad de
Ca’? unido a la troponina C, )a cual a su vez se relaciona con ¢l Ca'? intracelular . En la
cabeza de la miosina las protefnas mas pequeias, llamadas “cadenas ligeras” experimentan
fosforilacion produciendo cambios no bien precisados en la actividad enzimatica de la misma®.
Se ha dicho que la actividad de la ATPasa de la actomiosina aumenta al incrementar el

00,6
U6 que es un

monofosfato de adenosina ciclico (AMP ciclico) en el interior de las fibras
probable mecanismo por el cual la estimulacion beta-adrenérgica ejerce un efecto inotrépico

positivo.



2,7 TRATAMIENTO EMPLEADO EN EL IAM :

Antes del advenimiento de las unidades de cuidados coronarios, el tratamiento del 1AM se
enfocaba casi exclusivamente hacia la cicatrizacion del infarto, prevencion de la ruptura
cardiaca, complicaciones como embolia pulmonar o arterial, y a conservar la presion arterial y
la diuresis. Posteriormente la mo_uilon'zaci()n cuidadosa del ritmo cardiaco y el tratamiento
rapido de aritmias primarias pennitieron reducir notablemente la frecuencia de la wortalidad

hospitalaria por IAM .

El decremento en la mortalidad de la enfermedad coronaria se acompaiia de una reduccién en
los fallecimientos por IAM, al parecer esto se debe a dos factores: disminucion del 25% o mas
en la frecuencia de IAM ' y un descenso igual de importante en la mortalidad una vez que ha
ocunido el infarto “"*. Las razones de este efecto ha sido motivo de grandes discusiones ****.

Segan estudios recientes ™"

cerca del 40% de la disminucion en la mortalidad se debe a:
unidades de cuidados coronarios, reanimacion prehospitalaria y nuevos tratamientos

mecénicos y meédicos de la enfermedad coronaria,

Todos los pacientes con datos de isquemia recurrente después de un infarto (sin importar
localizacion o morfologia del IM determinado por ECG) deben someterse a tratamiento
médico; reposo en cama, oxigeno, y administracion de farmacos, éstos pueden ser:
vasoditaladores nitrados (nitroglicerina), vasodilatadores no nitrados (meperidina),
antagonistas del calcio (nifedipina) o bloqueadores-adrenérgicos; y en caso necesario hay que
considerar la posibilidad de revascularizacion coronaria. Sin embargo, es muy importante
seguir de manera cuidadosa a los pacientes sintomaticos con infartos sin onda Q, debido a la

presencia frecuente de miocardio isquémico pero viables en tales pacientes.



Algunos estudios realizados durante 1984-1985 demostraron que los beta-bloqueadores
(atenolol, metoprolol) administrados por via intravenosa aumentan el tiempo de vida en los

pacientes atectados de infarto agudo al miocardio y no tratados con sustancias tromboliticas'"

En otro estudio con 500 pacientes a los cuales se les administré un antagonista del calcio
(dialtiacem). se encontré una disminucion del 50% en la frecuencia del padecimiento, no hay

datos firmes de que esta estrategia afecte de manera favorable la evolucion del IAM ™.

Por otra parte entre los primeros fibrinoliticos que se emplearon fueron la estreptocinasa (SK),

y urocinasa (UK, uPA), estas sustancias tienen el inconveniente de ser poco especificas para la

fibrina; es deciv activan el plasminogeno que circula en la sangre y el que esta asociado al

trombo, la plasmina provoca de esta manera la degradacion de la fibrina y del fibrindgeno
.

circulante (Librindlisis sistémica) y otras proteinas que intervienen en la coagulacion como

factor Vy VIIL

En los ultimos ailos se han empleado medicamentos de segunda generacion capaces de activar
preferentemente el plasminogeno vinculado a la fibrina de los trombos. Se trata de un
activador tisular del plasminogeno (1-PA o alteplasa, la pro-urocinasa Pro-UK o scu-PA), este
compuesto se ha producido a partir de ingenieria genética bajo el nombre de n-PA (t-PA
recombinante) y se comercializa bajo el nombre de Actilyse, no provoca la formacion de
anticuerpos ni alergias. Todos los tromboliticos ensayados en estudios a gran escala producen

una mejorin clara en la supervivencia de los pacientes después del IAM .

Los piimeros términos de reperfusion (repermeabilizacion) coronaria eran la cirugia y Ia

angioplastia coronaria, En 1983 R.B. Jennings y K.A. Reimer de Durham, E.U. demostraron



experimentalmente que la reperfusion coronaria reduce ¢l tamaiio de la zona del miocardio

lesionado e impide que el miocardio isquémico se necrose.

Estudios cooperativos europeos demostraron que el t-PA produce una reperfusion inas rapida

y mas frecuente de las arterias coronarias ocluidas .
2.8 DIAGNOSTICO DEL IAM :

La realizacion del diagnostico del IAM se apoya en varios analisis, los cuales van desde el
analisis clinico, el cual comprende el interrogatorio y exploracion fisica del paciente, asi como:
electrocardiografia, ecocardiografia, angiocardiografia, biopsias, analisis de laboratorio
(determinacion de enzimas) y medicina nuclear.

La electrocardiografia, es un registro grafico de las corvientes eléctricas producidas durante la
contraccion del misculo cardiaco; los diversos potenciales de accion producen un cuadro
demostrativo de la actividad cardiaca, la ecocardiografia es una prueba en la que se utiliza el
ultrasonido para examinar y registrar el corazon, en forma de ecos, esto es reflejo de las
ondas sonoras, que dan a conocer la funcionalidad del mismo, la angiocardiografia, es la
utilizacion de los rayos X para obtener imagenes de las cavidades del corazon y los grandes
vasos con la inyeccion intracardiaca de una sustancia opaca a los rayos X. Por muchos afios la
coronariografia no se practicaba en la fase aguda del IAM por temor a sus complicaciones’".
Sin embargo, por la experiencia en el Gltinio decenio, se ha observado que la angiografia es un

método inocuo ain durante la fase aguda del IAM ™.

La coronariografia llevada a cabo en las primeras horas de un infarto miocardico transmural ha
mostrado que en el 90% de los pacientes existe una oclusion total del vaso sanguineo

relacionado con la zona del infarto ™. La oclusion de una arteria coronaria ligada a la zona



de infarto miocardico parece la via final comin debida a la interaccion compleja y dinamica
entre aterosclerosis coronaria, vasospasmo y activacion de las plaquetas que al final producen

. . .7
una trombosis coronaria sren .

Y finalmente Ia biopsia es otro método por medio del cual se puede determinar la naturaleza

de la lesion patologica, es un examen microscépico de un fragmento de tejido lesionado.

Un problema importante que confrontan los cardiologos es el funcionamiento de biopsias
endomiocardicas en la sospecha de pacientes con miocarditis.El argumento contra las biopsias
por la baja incidencia de miocarditis, la percepcion de un prondstico bueno y el riesgo de la
biopsia. La decision de tomar una biopsia es de alto peso contra los procesos de riesgo, el 2%
de los estudios prospectivos muestran un riesgo al realizar la biopsia en pacientes con
dilatacion cardiopatica ****™.

Las conclusiones derivadas de estudios de necropsias de las arterias coronarias después de un
1AM presentan limitaciones debidas a la seleccion, de la muestra y por los episodios que

. 72.13
suceden después de la muerte 7.

En presencia de una lesion de las fibras miocardicas, en el torrente circulatorio se liberan
varias enzimas que pueden medirse mediante reacciones quimicas especificas . En ¢l suero o
plasma de pacientes con IAM se ha encontrado un aumento de la actividad enzimatica "', La
determinacion de la actividad plasmatica de la creatincinasa (CK), de la transferasa glutamico
oxalo acética (TGO) y la deshidrogenasa lactica (DHL) se han vuelto pruebas de laboratorio

ordinarias en el diagnostico del IAM.
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Creatincinasa (CK): la actividad plasmatica de la creatincinasa aumenta entre las 4 y 8 horas
después del comienzo del infarto del miocardio . La elevacion maxima de la actividad de la
CK en el IAM varia de modo importante ya que se puede alcanzar a las 8 horas después del
comienzo del dolor o hasta unas 58 horas después del infarto *. Si bien la elevacion mixima
de la CK en el IAM suele ocurrir a las 24 horas del infarto, los valores maximos ocurren antes
en pacientes que presentan una reperfusion por la administracién de un tratamiento
trombolitico o por una canalizacion mecinica, ya que la elevacion maxima de CK ocurre a las

12 horas del infarto en tales pacientes™™*" .

El aumento de la CK plasmatica es la prueba de laboratorio més sensible para el diagnostico
de infarto miocérdico que se emplea de manera ordinaria ", pero hay que recordar que
dicho aumento se observa también en 15% de pacientes con enfermedades musculares,

intoxicacion alcoholica, deabetes sacarina y en caso de embolia pulmonar *****,

Mediante electroforesis se han identificado tres isoenzimas de CK (MM,BB y MB). El
corazon contiene la forma MB, los misculos esqueléticos MM y el cerebro y rifion BB. El
ejercicio violento, en corredoves o en atletas profe;ionales, también puede elevar los niveles
tanto de CK total como de CK-MB ™. Datos recientes indican la posibilidad de que la
produccion de las isoenzimas es, por lo menos en parte, de tipo dinamico, ya que la porcion
relativa de isoenzimas MB en el musculo cardiaco depende quizd de maduracion, una
enfermedad coronaria preexistente o de hipertrofia ventricular izquierda . No obstante estos
problemas y el hecho que existen pequeilas cantidades de la isoenzima CK-MB en otros
tejidos que no son el corazon, un aumento de la actividad plasmatica de CK-MB puede

considerarse como diagnostico de IAM. La medicion de las isoenzima CK-MB en el suero
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sigue siendo el analisis mAs Wil y la que més se usa para el diagéstico de necrosis
miocardica™”' ”*** Y perfeccionamiento del método de radioinmunoanalisis para medir la
actividad plasmatica de la CK-MB ha sido de gran utilidad para incrementar la precision,
sensibilidad y especificidad de esta prueba ™. Ademas del IAM y obstruccion coronaria, otras
lesiones del misculo cardiaco como miocarditis, traumatismo, estado de choque o cirugia

cardiaca, también producen aumento de la actividad plasmatica de CK-MB ™,

Clinicamente todas estas alteraciones que provocan dicho aumeunto son muy faciles de

distinguir de un diagnostico de IAM.

En cerca del 15% de pacientes con la sospecha de un 1AM, la CK-MB esta elevada a pesar de

una CK total normal *'.

La actividad de la TGO del suero suele elmmenmr entre 8 y 12 horas después del comienzo del
dolor precordial que acompaila a un infarto; las cifras maximas de TGO ocurren entre las 18 y
36 horas posteriores al infarto. Se han encontrado elevaciones falsas positivas de esta enzima
en pacientes con enfermedades hiepaticas, congestion hepdtica, enfermedades de los misculos
esqueléticos, embolia pulinonar y choque cardiogénico ™. Concentraciones elevadas de TGO

también se observan en pacientes con pericarditis.

La deshidrogenasa lactica (DHL) en suero aumenta entre 24 y 28 horas después del
comienzo del infarto del miocardio. alcanza su maxino entre 3 y 6 dias siguientes del infarto.
Al igual que la TGO, la DHL total es una prueba sensible pero no especifica; una elevacion
falsa positiva ocurre en pacientes con hemolisis, anemia megaloblastica, leucemia,
enfermedades hepaticas, congestion del higado, enfermedades renales, embolia pulmonar y por

19, B . . .o
estado de chogue ™. La mayoria de las circunstancias que causan aumento en la actividad
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plasmitica total de DHL, como sucede en enfermedades hepaticas, y en padecimientos o
lesiones de los musculos esqueléticos son faciles de distinguir de un 1AM con solo analizar las
isoenzimas de DHL. El examen de DHL o de sus isoenzimas para diagnostico de IAM hay que
limitarlo a los casos en que los resultados de CK caen dentro de limites normales, esto es,

cuando se sospecha que el infarto ha ocurrido entre 2 y 4 dias precedentes.

Eutre los métodos empleados mas recientemente para el diagnostico del IAM se encuentra la
gammagrafia con radiofosfatos el cual utiliza ‘el écidok difosfono-propano-dicarboxilico
marcado con Tc ™™ (DPD Tc *™), éste compuesto tienen gran afinidad por el calcio, asi
cuando la célula se necrosa el calcio que se encuentra en las mitocondrias puede reaccionar
con el radiofosfato, el cual se detecta por una gammagrafia.

Igualmente ha sido de gran utilidad la gammagrafia con anticuerpos monoclonales anti-

miosina marcados con In '

, ya que éstos reaccionan con la miosina de las células lesionadas
al quedar alterada la permeabilidad de la membrana y permitir el paso de los mismos. Se

administran por via intravenosa y no han producido ninguna reaccion alérgica ni otros efectos

indeseables.

Este método de diagndstico puede ser altamente especifico ya que se realiza una reaccion
antigeno-anticuerpo, por lo que el empleo de ésta tecnologia permite la deteccion y
localizacion del daiio al miocardio en la parte inferoposterior del corazon. En estudios donde
se comparan las biopsias endomiocardicas con los registros anti-miosina (imagenes anti-
miosina) tienen una sensibilidad de 83%, una especificidad de 53% y un valor de prediccion de
92%. En 4reas donde las biopsias endomiocardicas no son valuables, los registros con anti-

miosita pueden ser una herramienta para ver pacientes con subsecuentes Procesos Mmvasivos "
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En un estudio se comprobo la eficacia de las gammagrafias cardiacas con radiofosfatos y con
anticuerpos monoclonales anti-miosina, para lo cual se utilizo acido difosfono-propano-
dicarboxilico marcado con Te ™™ (DPD T¢™™) y anticuerpos monoclonales R11 D10 Fab anti-
miosina marcados con In """ (AAM In'"') se utilizaron imagenes planares con DPD Tc”™™ y
estudios tomograficos (SPECT). La gammagrafia con DPD Tc¢”™ fue positiva en 44% de los
casos y de 52% para el caso de la técnica con anticuerpos monoclonales anti-iniosina AAM
In'"' (n=48). La mayor parte de los infartos se localizaron en la zona inferoposterior del
corazon. En pacientes con sospecha de 1AM sin onda Q esta exploracion podria ser de gran
utilidad, no solo para confinnar el diagnostico sino para la localizacion de la necrosis. El 12%
de los infatos detectados con AAM In''' eran de localizacion anterior y ¢l 88%
inferoposterior. Con DPD Tc™ el 14% de las exploraciones positivas mostraron captacion en

la zona anterior del corazon y ¢l 86% en la zona inferoposterior .

Es importante en la zona isquémica el tiempo que transcurre después de la oclusion en el
corazon, para la recuperacion del tejido ya que la reperfusion no es seguida de la recuperacion
inmediata. Si a los 15 minutos, después de la oclusion se realiza una reperfusion se puede
salvar el 100% de la zona isquémica, si la oclusion se sostiene por 40 minutos se salvara el
70% y permanecera el 30% del tejido necrético de forma irreversible y finalmente si la

isquémia es total permanece de 3-6 horas se salvara solo el 10% del avea afectada ™.

En otro estudio fueron desarrollados experimentalmente en union selectiva e irreversible en
miocitos dalados anticuerpos monoclonales anti-miosina murina. La intensidad de la anti-
miosina esta en correlacion con la localizacion del nfarto. De 50 pacientes, 46 resultaron

positivos con ECG y 44 con anti-miosina . La localizacion por ECG fue anterolateral (n=20) o



inferoposterior (n=30). Con la alta intensidad de las imagenes anti-miosina la localizacion fue

inferoposterior ”’.

Recientemente un alto dominio de anti-miosina, ha sido reportada en pacientes con dilatacion
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cardiopatica. Se estudiaron los anticuerpos monoclonales anti-miosina marcados con In'*,

In"' en miocarditis experimental en ratones BALB/c inducida por el virus de

encefalomiocarditis (EMC). La distribucion de los anticuerpos marcados con n'?

demostraron que el alto rango de radioactividad aparece en el corazon del raton infectado en

14 dias *®,

Los fragmentos Fab anti-miosina no sélo han sido marcados cm; In """ sino también con
Tc™ con la finalidad de ser utilizados para la examinacion por medio de imagenes nucleares
en pacientes con IAM. Las imagenes anti-miosina se registran por scintigrafia planar y
SPECT, delimitando las areas de necrosis miocardial y comparandolas con imagenes

utilizando pirofosfatos marcados con Tc ™. Los resultados desarrollan una comelacion

significativa.

Este método de diagndstico esta en funcion del flujo sanguineo y la concentracion del

anticuerpo en la zona del infarto ',

Antes de la administracion de los anticuerpos se realiz0 una prueba de sensibilidad via
intradérmica con 0.1 ml del anticuerpo monoclonal anti-miosina inarcado con Tc ™"

observandose por 15 a 30 minutos, en espera de una reaccion alérgica .

Se administro via intravenosa 500 pl de los anticuerpos monoclonales anti-miosina marcados

con 15-25 mCi de Tc ™™, observandose de 6-24 hrs. después de la inyeccion. La localizacion



de los anticuerpos anti-miosina radiomarcados correspondiendo a la region exacta delimitada

104,108

histoquimicamente con infarto al miocardio . Este método de diagndstico con imagenes

anti-miosina es comparado con los analisis de laboratorio para la deteccion de la enzima CK
"% Con las imagenes obtenidas la localizacion del infarto resultd ser anterior o infero
posterior presentandose una correlacion con los datos obtenidos en el ECG. La miocarditis
ocasionalmente enmascarada con 1AM se ha presentado en pacientes que desarrollaron severo
dolor de pecho, cambios en el ECG y elevacion de la CK en el suero. Dichos pacientes
presentaron arterias coronarias normales, quienes presumiblemente muricron de 1AM, pero
que se les habia diagnosticado miocarditis, la cual fue reportada como una anormalidad

incidental en la autopsia ™',

2.9 MIOCARDITIS :

La miocarditis es ocasionalmente enmascarada con el IAM, esto debido a que la
sintomatologia clinica es similar al que se presenta en el IAM: dolor precordial, cambios del
segmento ST y de la onda T en los electrocardiogramas, elevacion de la concentracion de la
CK en el suero y se acompaia de sintomas inespecificos, que incluyen fatiga, disnea y
palpitaciones '”. Safir y Wile fueron los primeros en describir histologicamente la miocarditis

como infiltracion de linfocitos en miocitos necrosados en el miocardio '

Se dice que se presenta una miocarditis cuando el corazon es afectado por cualquier proceso

inflamatorio, debido a un agente infeccioso, éste puede ser un virus, bacteria o protozoario.

Los agentes infecciosos pueden causar dafio por 3 mecanismos: invasion del miocardio,

produccion de toxinas miocardicas y daflo miocardico mediado inmunologicamente '”.



El enterovirus Coxsackie B de la familia Picomaviridae, es el responsable de la mayoria de las
apariciones virales de miocarditis . Otros agentes infecciosos que también pueden causar esta

patologia son: el Coxsackie A , el Echovirus y el virus de la polio ',

Existe dificultad en la confirmacion del diagnostico de miocarditis ya que se tiene que
dewostrar la presencia de particulas virales en el tejido humano lo que conlleva a la realizacion

de una biopsia.

La habilidad para reconocer miocarditis en pacientes que inicialmente se les diagnostico 1AM,
se basa en las imagenes planares con anticuerpos monoclonales anti-miosina marcada con
In'", en donde las imigenes se observan difusas en el miocardio; mientras que en el 1AM se
observan las imagenes localizadas ''%.

Desde la asociacién de miocitos necrosados con miocarditis, casi todos los pacientes que
desarrollaron miocarditis evaluados por biopsia resultaron tener un analisis anormal en un

estudio con los anticuerpos anti-miosina '™,

En muchos casos el diagnostico no definitivo fue buscado, después que los pacientes
resultaron tener arterias coronarias normales y debido a que la miocarditis rara vez esta

documentada durante la vida por biopsias endomiocirdicas """,

El reconocimiento de la miocarditis en pacientes que presumian tener 1AM, pudo valorarse
porque la funcién ventricular anormal se resuelve generalmente en pacientes con
miocarditis. De 1984 a 1991 164 pacientes que ingresaron a una Institucion con sospechn de

16-118

miocarditis , se evaluaron con imégenes anti-miosina y biopsias ventriculares izquierdas.

La revision de la presentacion clinica reveld que 8 pacientes fueron admitidos en la unidad de

cuidados coronarios, inicialmente se les diagnostico isquemia, basandose en un prolongado



dolor de pecho y anormalidades en ECG; ha estos pacientes se les encontr6 arterias coronarias

normales y posteriormente se sospechd de miocarditis.

El analisis de las imagenes con anticuerpos anti-miosina de estos pacientes fue comparado
con las imagenes de pacientes con IAM y angiografias con evidencia en unma oclusion

coronaria.

La metodologia de los anticuerpos anti-miosina por su alta sensibilidad y el alto valor de
prediccion pueden servir para seleccionar pacientes con sospecha de miocarditis. Los miocitos
necrosados asociados a éste padecimiento tienen un patron diferente al de los miocitos
necrosados asociados a IAM. Las imagenes nucleares con anticuerpos anti-miosina para
miocarditis son usualmente caracterizadas por ser difusas, borrosas y heterogéneas; debido a
que esta enfermedad es tipicamente multifocal. ) IAM esta caracterizado por la intensa
localizacion de los anticuerpos en la region de la oclusion coronaria. Aunque las biopsias
cndomiocardicas son un proceso cstandar para el diagnostico de miocarditis, los resultados
aqui obtenidos demuestran que el analisis con anticuerpos anti-miosina puede ser util en

pacientes con presumible sospecha de 1AM pero con arterias coronarias normales''?
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3  OBJETIVO
El objetivo principal del presente trabajo es el establecimiento de la metodologia para la
obtencion de anticuerpos policlonales anti-miosina cardiaca canina preeliminar a la obtencion
de anticuerpos monoclonales anti-miosina para ser utilizados como método de diagnastico.
Los objetivos particulares a seguir son:
I.- Establecimiento de una metodologia para la extraccion de la miosina cardiaca canina
2.- Purificacion de miosina empleando 3 técnicas comparativas

A - Precipitacion con sulfato de amonio,

B.- Electroelucion ,

C.- Electroforesis por punto isoeléctrico
3.- Inmunizacion de ratones para la produccién de anticuerpos policlonales anti-miosina
4.- Monitoreo del titulos de los anticuerpos policlonales anti-miosina por medio de las técnicas
de INMUNOPUNTO y ELISA.
5.- Comprobacion por método inmunohistoquimico si los anticuerpos policlonales anti-

miosina obtenidos reconocen la miosina de tejido humano necrosado.
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4  MATERIALES Y METODO
4.1 EXTRACCION DE MIOSINA CARDIACA CANINA :

La miosina fue extraida de corazon canino dado a que el objetivo principal fue el
establecimiento de la metodologia para la obtencion de anticuerpos policlonales anti-miosina
cardiaca canina y esta posterionnente pueda usarse en el aislamiento de miosina a partir de
muestras de tejido cardiaco humano, pues la obtencion de este tejido en ocasiones es

complicada

La miosina fue extraida de corazon cl:aninO siguiendo la metodologia de Mukhallad A. y col.'”,
se partio de 8.52 gr de tejido canino cardiaco sin epitelio, ¢l cual se cono en fragmentos
pequeilos y a continuacion se homogenizo en un politron a 4°C por 15 minutos con
aproximadamente 100 mi de solucion 1 (ver apéndice), [SO mM de fosfato monobasico de
sodio (NaH:PQ,), | mM de etilenglicol-bis(beta-amino-etil eter)N,N -tetra-acetato de potasio
(K:HEGTA), 0.125 mM de fluoruro de fenil-metil-sulfonilo (PMSF), pH de la solucion 7|,

este homogenizado se centrifugé a 10 000 rpm a 4°C por 20 minutos.

Con la solucion 1 se pretende eliminar las proteinas hidrofilicas presentes en el tejido,

obteniéndose en el precipitado preferentemente la miosina.

Posterionnente ¢l sobrenadante fue descartado y el precipitado vesuspendido con una solucion
2 (ver apéndice) [150 mM de fosfato dibasico de sodio (Na,H;PQ,), 300 mM de cloruro de
sodio (NaCl), 10 mM de adenosil-trifosfato de sodio (Na;ATP) ,ImM de K-H:EGTA, 0.125

mM de (PMSF) y 1 mM de 2-mercapto etanol el pH de la solucion 6.7]. Posteriormente se
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centrifugod nuevamente a 10 000 rpm a 4°C por 20 minutos, obteniéndose asi en el

sobrenadante la miosina que denominamos miosina nativa.

La miosina nativa fue analizada cualitativamente por electroforesis en geles de poliacrilamida
segan el método de Laemmli '®, la concentracion de acrilamida fue de 7.5% puesto que la
miosina es una proteina de 460 Kd, la muestra fue tratada de forma convencional. Se hicieron
tinciones con azul de Coomassie inicialmente y poste:io‘meme con tincion de plata, debido a

que con ésta ultima técnica se obtiene una mayor sensibilidad.

Para comprobar que la proteina extraida era miosina se realizé una técnica de immunopunto '*'
con 10 pl de extracto proteinico. se bloqued con albimina bovina al 0.5% y se utilizaron

anticuerpos anti-miosina de misculo liso y esquelético desarrollados en conejo, marca Sigma.
4.2 PURIFICACION DE LA MIOSINA CARDIACA CANINA :

De la extraccion de miosina nativa obtenida, la purificacién se realizé empleando 3 técnicas

comparativas de purificacion las cuales fueron:
A.- Precipitacién con sulfato de amonio,

B.- Electroelucion ,

C.- Electroforesis por punto isoeléctrico .

A.- La técnica de precipitacion ' se realizo por adicién a la miosina nativa, de sulfato de
amonio 40% a 4°C por 24 horas, concentracion a la cual precipita la miosina, posteriormente
se centrifugd a 14 000 rpm a 4°C durante 10 minutos, el precipitado se resuspendié en una
solucion de cloruro de potasio (KCl) 0.5M, la miosina es altamente soluble en concentraciones

altas de potasio, después se dializo a 4°C contra una solucion que contenia fosfato dibasico de
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potasio (K;HPO,) 0.15M, acido etilendiamino tetra acético (EDTA) 10 mM y el pH de la

solucion fue 7, se hicieron varios cambios para aseguramos de no tener sulfato de amonio.

La miosina purificada se cuantifico por el método de Bradfor '*' y la pureza se analizo por

electroforesis en poliacrilamida '** con tincion de plata '**

B.- Otra técnica de purificacion empleada fué la electroelucion, se partié de miosina nativa con
la que se realizo un gel preparativo de poliacrilamida al 7.5%, posteriormente se identifico la
banda de miosina para cortar y montar la muestra en el equipo de electroelucion, se conio por
1 hora 30 minutos, se utilizd una solucion de tris(hidroximetil)amino-metano (TRIZMA-

BASE) 10 mM y glicina 150 mM.

El fundamento de esta técnica es la extraccion de las proteinas presentes en un gel de

poliacrilamida por medio de un campo eléctrico y una solucion amortiguadora.

Posteriormente las muestras se dializaron contra KCl 0.25M, y se coucentraron por
liofilizacion. También fue cuantificada la proteina por método de Bradford '*' y analizada por

electroforesis en poliacrilamida '*° y tincion de plata ',

C.- En la purificacion de la miosina empleando el punto isoeléctrico se realizo por medio del
equipo Hamado Rotofor, en el cual mediante anfolinas se forma un gradiente de pH en wn
soporte liquido. El pH isoeléctrico es el pH a que una proteina muestra un minimo de
solubilidad y esta definido como aquel valor de pH al que la molécula no posee carga eléctrica
y es incapaz de desplazarse en un campo eléctrico. Dicho isoelectroenfoque fue realizado a
partir de 10 ml de miosina nativa, 10 i de glicerol, 1.5 m de anfolitos con un rango de pH de

3 10, y 35 ml de agua, el tiempo de corrida fue de 3 horas. A las 20 fracciones obtenidas se
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les adiciond NaCl y se dializaron contra agua para posteriormente dializar contra KCl 0.5M y
contra TRIS 0.005M, se cuantificaron por el método de Bradford ™ ce realizaron
electroforesis en geles de poliacrilamida teflidas con nitrato de plata, asi como

inmunotransferencia en papel de nitrocelulosa, como fue mencionado anteriornente.

La miosina comercial que fue utilizada en todos los ensayos como referencia, fue miosina de
cerdo en solucion al 50% conteniendo glicerol 0.6M de KCl, pH= 6.8 2ml; 12.6 mg de
proteina/ml de acuerdo al método de Biuret. Actividad ATPasa 0.28 Umg prot. | unidad

liberada 1.0 micromoles de Pi de ATP/min a pH=9.0 a 25°C en presencia de Ca’”.
4.3 PRODUCCION DE ANTICUERPOS POLICLONALES ANTI-MIOSINA :

Una vez extraida y purificada la miosina del corazon canino se prosiguié a comparar las 3
técnicas de purificacion empleadas, seleccionando aquella que nos proporcionara mayor
concentracion y mejor pureza; esta fue la purificacion por isoelectroenfoque para proseguir
con la obtencion de anticuerpos policlonales anti-miosina. Se inmunizaron ratones de la cepa
BALB/c de 6-8 semanas de edad, utilizindose como se menciond anteriormente la miosina
purificada por la técnica de isoelectroenfoque la cual fue emulsificada con adyuvante
incompleto de Freund; se administio por via intraperitoneal, el esquema de inmunizacion fue

de | dosis (6 pg de proteina + 100 pl de adyuvante) cada 15 dias por 2 meses.

Los anticuerpos fueron obtenidos de acuerdo al esquema de inmunizacion de 4 etapas,
posteriorinente fue sangrado el animal por via ocular para monitorear la produccion de los
anticuerpos policlonales anti-miosina cardiaca canina. Los anticuerpos obtenidos se ensayaron
con técnicas inmunoenzimaticas de ELISA  (Inmunoensayo enzimitico) '** e

inmunoelectrotransferencia ',
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Los animales se seguiran manteniendo vivos para poder llevar a cabo los pasos siguientes
hasta la obtencion de los anticuerpos monoclonales anti-miosina los cuales servirin conio
método de diagnostico para el JAM, ya que afortunadamente existe una reaccion cruzada con
los anticuerpos murinos policlonales anti-miosina y tejido cardiaco humano.

4.4 PRUEBAS INMUN()HISTOQUIIMICAS :

Los anticuerpos policlonales se ensayaron en cortes histologicos de corazon humano con
IAM, estos cortes se trataron para eliminar la peroxidasa endogena previamente con H20,, la
dilucion de los anticuerpos fue de 1:50 y se revelaron con 3,3-diaminobenzidina, se siguieron
por microscopio y se contrastaron los cortes con hematoxilina.

Con estas pruebas histoquimicas se pretende demostrar que efectivamente la miosina cardiaca
canina cruza con la miosina cardiaca humana.

Los cortes histologicos de corazan humano con IAM en parafina fueron proporcionadas por

el Departamento de Patologia del Instituto Nacional de Cardiologia “Ignacio Chavez”.
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5 RESULTADOS
5.1 EXTRACCION DE LA MIOSINA CARDIACA CANINA:

Los resultados obtenidos en la extraccién de la miosina cardiaca canina se muestran en la
fig.1, el gel de poliacrilamida esté al 7.5% y se realiz6 tincion de plata, se puede observar, en
el carril 1, el patrén proteinico de la miosina nativa, en el cual se encuentran todas las
proteinas extraidas del homogenizado de tejido cardiaco, se hallan mds de 20 proteinas,
principalmente de pesos moleculares altos (superiores a 116 Kd) las cuales son las mds
abundantes. De las proteinas de bajo peso molecular solo una de ellas se encuentra en mayor
concentracion con un peso molecular (PM) aproximado de 60 Kd. En el carmil 2 se muestra la
miosina comercial, presenta aproximadamente 10 bandas de proteinas también son
principalmente de alto peso molecular. En el camril 3 se indican los estindares de pesos
moleculares conteniendo: ovoalbimina de 45 Kd., albimina bovina de 66 Kd, y 8-

galactosidasa de 116 Kd.

FI1G. 1

Extraccion de Miosina Cardiaca Canina. Gel
de poliacrilamida al 7.5 %, tinci6n con plata.
Carril 1.- Miosina Nativa, Carril 2.- Miosina
comercial, Carril 3.- Estdndares de pesos
moleculares ( Ovoalbumina 45 Kd, albimina
bovina 66 Kd y B-galactosidasa 116 Kd).
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Posteriormente se realizé una inmunoelectrotransferencia para demostrar que en el primer
extracto se encontraba la miosina nativa para continuar con la purificacion de la misma, asi,
los resultados obtenidos del inmunoblot estdn en la fig.2, en el carri] | se corrid miosina
comercial y en el carril 2, miosina nativa, se empled como primer anticuerpo comercial anti-
18G de conejo contra miosina, como se puede observar en el carril | solo se reconoce una sola
banda proteinica. En el carril 2 el reconocimiento de la miosina es mucho mayor tanto de alto
como de bajo peso molecular, son aproximadamente siete bandas proteinicas y es importante

la concentracion de miosina de alto peso molecular que se observa.

FIG. 2

Inmunotransferencia de la Extraccién de
Miosina Cardiaca Canina empleando anticuerpo
antimiosina comercial. Carmil |.- Miosina
comercial, Carril 2.- Miosina Nativa.
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52  PURIFICACION DE LA MIOSINA CARDIACA CANINA:

52.1 POR PRECIPITACION CON SULFATO DE AMONIO

Los resultados obtenidos de la purificacién por precipitacion con sulfato de amonio, se
representan en la fig. 3. En el carril 1 se muestra el extracto de a miosina nativa; en dicho
extracto se encuentran todas las proteinas extraldas, como se menciond anteriormente son 20
bandas de proteinas extraidas; 7 de las cuales son mayores a 116 Kd, 3 bandas menores a 66
Kd y aproximadamente 8 protefnas entre 66 y 45 Kd; de todas estas proteinas las mds
abundantes son: dos de PM mayor a 116 Kd, otra de 60 Kd, y otras 3 cercanas a 45 Kd
aproximadamente. En el carril 2 se encuentra el patrén proteinico del método de purificacién
por precipitacion con sulfato de amonio; como puede observarse se enriquecié la muestra de
miosina de alto peso molecular presentandose solo 3 bandas proteinicas principales, sin
embargo aun se obtienen aproximadamente 7 proteinas de menor PM, las cuales en
comparacién con todas las bandas del extracto de miosina nativa la concentracién y numero

de estas es menor.

con plata. Carmil 1.- Miosina nativa, Carril 2.- Patrén

FIG. 3
Purificacién de Ja Miosina Cardiaca Canina, por Precipitacion
| con sulfato de amonio, gel de poliacrilamida al 7.5 %, tincién
; protelnico de la purificacién por precipitacion.
-

) )'
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5.2.2 PORELECTROELUCION,

Los resultados obtenidos de la purificacion por electroeluciones se encuentran en la fig. 4 : Se
realizaron varias electroeluciones, en el carril | estd la purificacién de la primera
electroelucién en la que se observan 3 bandas proteinicas con PM mayores a 116 Kd. En el
carril 2 corresponden a la 2a purificacién, se encuentran dos bandas de proteina de pesos
moleculares muy cercanos. En el carril 3 se presenta la miosina obtenida en la tercera
electroelucion, como puede observarse solo hay una banda proteinica de alto PM, y
finalmente en el carril 4 se muestra el patrén proteico de la miosina comercial; en donde se
puede apreciar una serie de bandas proteinicas (mas de 10 protelnas); tanto mayores a | 16 Kd
como menores a 66 Kd, las que se encuentran en mayor concentracion son: una de PM mayor
116 Kd y otra mayor a 45 Kd. Las muestras asi obtenidas se diluyeron, por lo que se tuvieron
que concentrarse por liofilizacidn, algunas de éstas posteriormente no se lograban

resuspender formandose agregados que afectaron el rendimiento.

FIG. 4
Purificacion de 1a Miosina Cardiaca Canina
por Electrolucion, gel de poliacrilamida al

1.5 %, tincion con plata. Carril 1.- Primera
electroelucion, Carril 2- Segunda
electroelucion,  Caril 3.-  Tercera

electroelucion, Carril 4.- Miosina comercial.
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5.2.3 POR ISOELECTROENFOQUE.

En la fig. § se presentan los resultados obtenidos de la purificacién de la miosina con
electroforesis por punto isoeléctrico. Se obtuvieron 20 fracciones, con un rango de pH de 2 a
14, en el gel A se encuentran las fracciones del 1 al 10, en el carril | no se aprecia alguna
proteina, en el carril 2 se observa una ligera banda de protefna con PM aproximado a 66 Kd,
en el tercer carril hay aproximadamente 3 bandas de las cuales son 2 las méds prominentes,
una de alto peso molecular y otra cercana a 45 Kd, en los siguientes carriles ya es clara la
presencia de las diferentes proteinas, tanto en los carriles 4,5,6,7 y 8 se encuentra un patrén
protefnico semejante solo varfan las concentraciones de las bandas de proteina, se encuentran
mds de 15 proteinas de las cuales 9 son las mas abundantes y de éstas 4 son de PM mayor a
116 Kd estas 1ltimas se encuentran concentradas en los carriles 4,5 y 6 principalmente, en
los carriles 9 y 10 estan las fracciones correspondientes en las que se observan menor nimero
de proteinas (5 y 6 bandas).Del carril 3 al 10 se observa una proteina de 45 Kd
aproximadamente la cual es muy abundante. En el gel B se reunen las fracciones del 11 al 20
y la proteina que se precipit6 entre la fraccién 12 y 13 esta en el carril a, del carril | al 3 se
disminuye el nimero de bandas, siendo 5 proteinas aproximadamente las que aparecen, en el
carril 4 y 5 correspondientes a las fracciones 14 y 15 solo se encuentran 5 y 3 bandas
protefnicas las cuales son de PM entre 45 y 116 Kd, en los carriles 6,7,8 y 9 el patrén
protefnico es semejante, variando la concentracion de las proteinas, en la utima fraccion
(carril 20) se observan 2 protefnas en muy baja concentracion, en el carril a se encuentran
cerca de 15 proteinas, las mas abundantes son de bajo peso molecular. Las 20 fracciones se
probaron por inmunopunto con el anticuerpo anti-miosina comercial, debido a que la sefal

fue intensa en varias fracciones la eleccidn para inmunizar a los ratones también fue
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determinada considerando el patrén protelnico ya realizado.
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FIG. 5A
Purificacién de la Miosina Cardiaca Canina por punto isoeléctrico, gel de poliacrilamida al 7.5 %, tincién con
plata. Fracciones de {a 1 ala 10.

FIG. 5B
Purificacion de la Miosina Cardiaca Canina por punto isoeléctrico, gel de poliacrilamida al 7.5 %, tincién con
plata. Carriles del 1 al 10 correspondientes a las fracciones 11 a la 20 y carril a correspondiente a la fraccion

precipitante.
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53  PRODUCCION DE ANTICUERPOS POLICLONALES ANTI-MIOSINA :

De las fracciones de miosina purificada por electroforesis por punto isoeléctrico, se
seleccion6 las fracciones 14 y 15, debido a su pureza y alta concentracién para la
inmunizacién de los ratones con adyuvante incompleto de Freund, de acuerdo a un esquema
de inmunizacién de 4 etapas, posteriormente fue sangrado el animal y probados los sueros
policlonales por ELISA. Los sueros policlonales de los ratones inmunizados fueron titulados
con esta técnica utilizando como antigeno la miosina purificada por precipitacién con sulfato
de amonio y el tiempo de incubacién del primer anticuerpo fue de toda la noche, se obtuvo un
titulo de 1:6400 y para utilizarlo en inmunotransferencia el titulo fue de 1:5000. Las proteinas
de las 20 fracciones purificadas y el precipitado producto de la misma dan positivas al

INMUNOPUNTO con el suero policlonal de los ratones, como puede observarse en la fig.6.

FIG. 6

Produccién de anticuerpos policlonales anti-
Miosina. Inmunopunto con suero policlonal
de los ratones inmunizados contra las
fracciones purificadas por isoelectroenfoque.
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54 RECONOCIMIENTO DE LAS FRACCIONES DE MIOSINA CARDIACA

CANINA POR ANTICUERPOS POLICLONALES.

Los resultados obtenidos de las 3 técnicas empleadas para la purificacion de la miosina

cardiaca canina, se muestran en la fig.7:

“-' -—‘s
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FIG. 7

Diferentes técnicas de purificacion
de Miosina Cardiaca Canina, gel de
poliacrilamida al 7.5 %, tincién con
plata. Camil 1.- Extraccion de la
Miosina nativa, Carril 2.- Miosina
purificada por precipitacién con
sulfato de amonio, Carril 3.-
Miosina comercial, Carril 4.-
Miosina purificada por
electroelucion, Carril S.- Fraccion
15 de la Miosina purificada por
punto  isocléctrico, Camil 6.
Estandares de pesos moleculares.
(Ovoalbimina 45 Kd, albimina
bovina 66 Kd).

En el carril | se muestra la extraccién de la miosina nativa, en donde se aprecfan todas las

bandas de protefnas que conforman nuestro extracto de miosina nativa formado

aproximadamente de 20 proteinas, con rangos de pesos moleculares mayores de 116 Kd

hasta 45 Kd las protefnas méds abundantes corresponden a la miosina de alto PM,

principalmente. En el carril 2 se observan los resultados obtenidos de la purificacion por

precipitacion con sulfato de amonio; en donde hay una disminucién en el nimero de bandas

proleinicas, se enriquecen las proteinas de PM mayores a 116 Kd, correspondientes a la

miosina. En el carril 3 se observa la miosina comercial, la cual cuenta con un poco de

contaminacidn ya que se observan varias bandas de proteinas entre 66 y 45 Kd de PM. En el



carril 4 se observa la miosina purificada por electroeluciones; en dicho carmril se observa sélo
una proteina de alto PM, mayor a 116 Kd, la cual aunque estd muy pura no se cuenta con una
concentracion de muestra suficiente para inmunizar a los ratones. En el carril § se muestra la
miosina de la fraccion |5 purificada por electroforesis por punto isoeléctrico con un gradiente
de pH=3-10, en donde se observan 3 bandas proteinicas de PM menor a 116 Kd. En el dltimo
carril se aprecia la mezcla de marcadores de PM.

Con el gel anterior se realizé una inmunotransferencia y los resultados se encuentran en la
fig. 8, se emple6 como ler. anticuerpo el suero policlonal de los ratones inmunizados, en el
carril 1 miosina nativa, carril 2 miosina purificada por precipitacion con sulfato de amonio,
carril 3 miosina comercial, carril 4 miosina purificada por electroeluciones, miosina
purificada por punto isoeléctrico carril 5 y en el carrril 6 marcadores de peso molecular
marcados con biotina. Como puede observarse en el suero policlonal hay anticuerpos que
reconocen la miosina con todos los métodos de purificacion, con la miosina nativa se
distinguen numerosas bandas de proteina, con las diferentes purificaciones se disminuye el
registro de proteinas hasta obtener solo una banda proteinicas con la electroelucion (carril 4),
sin embargo, con las fracciones del isoelectroenfoque son dos bandas de miosina de peso

molecular menor a 66 Kd.

43



| FI1G. 8
Inmunotransferencia de las  diferentes
| | 1éenicas de purificacién  de Miosina
! Vo } Cardiaca, revelado con suero policlonal de
los ratones inmunizados. Camil .-
Extraccién de la Miosina nativa, Carril 2.
’ Miosina purificada por precipitacion con
| sulfato de amonio, Carril 3.- Miosina
| comercial, Carril 4.- Miosina purificada por
electroeluciones, Caitil 5.- Fraecién 15 de la
Miosina purificada por electroforesis por
punto isoeléctrico, Carril 6.- Estdndares de
pesos moleculares con biotina.
(Ovoalbumina 45 Kd, albiimina 66 Kd).

55 PRUEBAS INMUNOHISTOQUIMICAS:

En la fig. 9 se encuentran los cortes histologicos de corazén humano, los cuales fueron
tratados con el suero policlonal de los ratones inmunizados, como puede observarse en A el
tejido no esta lesionado por lo que los anticuerpos no reaccionan, en B se puede identificar

claramente la zona infartada por la sefial del anticuerpo anti-miosina y segundo anticuerpo

peroxidado.
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6  DISCUSION Y CONCLUSIONES

Como ya se menciond las enfermedades cardiacas se han ido incrementando, constituyendo un
problema de salud publica imponante, de acuerdo a las estadisticas proporcionadas por el
INEGI en 1991 las enfermedades del corazon constituyen la primera causa de muerte en la
poblacion general. El 1AM es la causa principal de e'slos fallecimientos, por lo tanto el

diagnostico temprano del padecimiento es fundamental.

La Organizacién Mundial Cardiaca establece el criterio de diagndstico para 1AM en el que se
incluye: sintonsas clinicos compatibles con isquemia aguda, anormalidades ECG y un patrén
enzimatico relacionado con daio mio.cérdico. En la actualidad se realizan gammagrafias
cardiacas las cuales permiten hacer una mejor evaluacion, esta metodologia emplea

29-m

radionucledtidos como el pirofosfato marcado con Tc™ ™, recientemente se ha empezado a

" Por lo tanto el

introducir los anticuerpos monoclonales anti-iniosina marcados con In
presente trabajo constituye el inicio del proyecto de anticuerpos anti-miosina para establecer el

método de diagnostico en el hospital de cardiologia.

Las practicas médicas modernas requieren de una rapida decision, los métodos de diagndstico
usados para evaluar pacientes con posible isquemia miocardica deben ser simples y sensibles
para poder llevarse a cabo de manera rapida y con exacta realizacion. Teniendo como
objetivos : |.- Diferenciar los pacientes con o sin IAM, ya que solo un pequeiio porcentaje [0-
20% de pacientes con dolor de pecho y otros sintomas compatibles con isquemia tienen
infarto. Con los marcadores moleculares se puede diferenciar rapidamente este problema y
poder tomar una decision sobre los pacientes que necesitan un tratamiento con tromboliticos y

cuales no lo requieren, 2.- Distinguir los pacientes que tienen una recanalizacion coronaria
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después de tratamientos con agentes antitromboliticos y 3.- Estimar la extension del tejido

daitado y predecir la sobrevivencia después del IAM '?'.

Las caracteristicas ideales de los marcadores para dafio miocérdico son: 1.- Encontrarse en
alta concentracion en el miocardio, 2.- No encontrarse en otro tejido, teniendo uniformidad
bajo condiciones patologicas, 3.- Liberarse completa y claramente después del dadlo
miocardico, 4.- Liberarse en proporcion directa a la extension del dafio y 5.- Permanecer en el
plasina por varias horas para proporcionar el tiempo necesario para el diagnostico, pero no tan

grande que no pueda identificarse el dailo.

Otros factores determinantes para los marcadores moleculares son la sensibilidad y
especificidad que requieren caracteristicas como: poder precisar el tamafio y localizacion
celular, presentar una solubilidad adecuada, poseer alta afinidad por el tejido cardiaco y que

con el mismo produzca una reaccion irreversible y detectable '*’.

Los anticuerpos son moléculas que cumplen con pricticamente todos los requisitos anteriores
por lo que para obtener anticuerpos especificos contra miosina se realizd una extraccion de
esta molécula a pantir de miocardio de perro por homogenizacion del tejido, y solubilizacion
de las protefnas hidrofilicas por lo que primeramente se traté el tejido miocardico canino con
la solucion |; posteriormente la miosina se obtuvo con una solucion de cloruro de potasio, ya
que la miosina es altamente soluble en concentraciones elevadas de potasio evitandose
prolongadas centrifugaciones teniendo asi un buen rendimiento como se observa en la primera
fig. 1.

Las técnicas mas empleadas para la extraccion de la proteina estan enfocadas a la obtencion de

miosina de dos formas, en solucion y agregada, ya que la asociacion con otras proteinas esta
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relacionada a su funcion en la contraccion del misculo y a su actividad de ATPasa. '**'¥'¥

En la fig. | se observa nuestro extracto de miosina nativa en donde la protefna de

alto peso molecular (aproximadamente 116 Kd) se observa enriquecida, aunque en el extracto
proteinico se arrastran contaminantes posiblemente albtimina, tropomiosina, actina, etc., los

cuales durante el proceso de purificacion se eliminan.

En la fig. 2 se muestra una inmunotransferencia utilizando como primer anticuerpo
comerciales anti-IgG hecho en conejo para demostrar que efectivamente en nuestro extracto

proteinico se encontraba la miosina canina extraida.

Como fue mencionado con anterioridad los anticuerpos anti-miosina ya existen en el mercado
mundial; sélo que su elevado costo no permite un uso generalizado en aquellos pacientes que
tienen afecciones cardiacas, de ald la importaucia de la extraccion, purificacion y produccion
de los anticuerpos policlonales anti-miosina titulo que encabeza este trabajo; no solo a nivel

hospitalario, sino en México.

Después de la obtencion del extracto anterior que denominaremos miosina nativa se probaron
tres técnicas comparativas de purificacion para eliminar los contaminantes presentes en el
mismo, la precipitacion con sulfato de amonio enriquece la preparacion, ain se aprecian
contaminates pero el rendimiento es muy elevado, aproximadamente del 80% de recuperacion.
La experiencia asi obtenida muestra que esta técnica puede ser utilizada previamente a otra
técnica de purificacion , pues elimina un mayor niimero de contaminantes en comparacion con
nuestro extracto de miosina nativa, cuyos resultados se aprecian en la fig. 3. Posteriormente
con los resultado obtenidos en la fig. 4 se observa que en la purificacion por electroelucion se

obtuvo un mayor grado de pureza que con la técnica anterior, esto debido a que se selecciona
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una sola banda de proteina; la mas pura, el inconveniente que tiene esta técnica de purificacion
es que la muestra se diluye mucho, por lo que al concentrarla por medio de la liofilizacion se
producen agregados dificiles de romperse y por consiguiente nos dan un rendimiento mas
bajo. Y finalmente la purificacion por isoelectroenfoque cuyos resultados se observan en la fig.
SA y 5B, en la que las proteinas se separan de acuerdo a su punto isoeléctrico, dentro de un
rango de pH determinado, se alcanzé por medio de esta técnica una mayor cantidad de la
muestra, un mayor rendimiento y por lo tanto una mayor concentracion de proteina, con este
procedimiento se obtienen 2 fracciones (14 y 15) con solo tres bandas de proteinas fig.7, con
las cuales fueron inmunizados los ratones obteniéndose asi los anticuerpos policlonales, los
cuales fueron probados por ELISA y titulados con dicha técnica obteniéndose un titulo de
1:6400 . El suero policlonal de los ratones iumunizados también fue probados por
inmunopunto resultados observados en la fig. 6, con lo que se comprueba que los anticuerpos
policlonales anti-miosina reconocen los fragmentos de miosina. Una vez obtenidos estos
anticuerpos policlonales anti-miosina se realizaron imnunotransferencias utilizaindose éstos
como primer anticuerpo; donde se comparan las 3 técnicas de purificacion, y se verifica que
los anticuerpos policlonales anti-miosina producidos en el laboratorio reconocen los
fragmentos de miosina como se muestra en la fig.8. Asi mismo eu las inmunohistoquimicas
con el suero policlonal se demuestra que los anticuerpos reconocen la miosina que se
encuentra en las células lesionadas en la periferia de la zona del 1AM en tejido humano, esto es
debido a que como puede distinguir en la fig 9 en la zona no infartada no st observa alguna
seial con los anticuerpos y es claro en la fig. 9B como en las células dailadas si, permiten el

paso de los mismos, observandose precipitacion del cromégeno.

48



La produccién de estos anticuerpos policlonales anti-miosina proporciona el inicio del
proyecto con la finalidad de la produccién de anticuerpos monoclonales anti-iniosina  con
fines de uso diagnostico ya que los ensayos en general deben ser altamente sensibles y poco
variables y estos anticuerpos pueden proporcionar el método de diagnostico para varias

cardiopatias.

La especificidad del daito ireversible ha tenido dificultad para definir los limites en la
detectabilidad de proteinas marcadoras en el plasma, la cual esté relacionada con los niveles
normales de plasma presentes y 1a sensibilidad del ensayo. La pequeiia relacion que alcanzan
las proteinas que no se pueden detectar después de la irreversibilidad de la isquemia estan en
base a la sensibilidad del ensayo y al incremento de los viveles de plasima que no exceda el

rango fisiologico del marcador'”’.

Las imagenes nucleares pueden ser utilizadas para la localizacion del tamaiio, estas técnicas se
basan en la utilizacion de radionucléotidos marcados; usualmente el pirofosfato marcado con
Te ™™. El pirofosfato marcado con tecnecio es un agente sensible y especifico para la
deteccién de 1AM, pero tienen la desventaja de tener poca persistencia en la actividad del flujo
sanguineo y el bajo grado de inarcaje en el corazon; ademis que las imagenes presentan
confusion debido a que el pirofosfato se une al calcio de las costillas y al estemon causando

interferencia y dificulta la visibilidad de las imagenes del miocardio ™'

, otra de las
desventajas que presenta este compuesto es que se debe esperar por lo menos de 24 a 48 hrs.

después de administrado el radionucléotido para una mejor observacion de las imagenes

nucleares. La dificultad de ésto radica en el hecho de que la vida media del Tecnecio es de 6
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Loras "' por lo que continuamente se debe seguir administrando el radionucledtido para poder

tener un seguimiento del estudio y poder evaluar al paciente ',

Posteriormente se empezo a utilizar esta misma técnica, sustituyendo los pirofosfatos por los
anticuerpos monoclonales anti-miosina marcados con In'"', estos han sido de gran utilidad
para la localizacion de IAM. Son administrados por via intravenosa de 12-36 hrs. después del
inicio del dolor precordial y se observan en 3 planos a las 24 hrs. de ser administrados, esto es
posible gracias ha que la vida media del In """ es de 2.81 dias; por lo que solo basta una dosis
para poder desarrollar una evaluacion completa del paciente. Estos anticuerpos en estudio no
han presentado ninguna reaccion .alérgica y las imﬁéenes se evaluan por la presencia o ausencia
de anticuerpos en la region miocardial '*'. Del mismo modo estos anticuerpos han mostrado

que la presion anterial y el ECG no desarrollan cambios después del tratamiento.

El tiempo de visualizacion optimo es de 12-20 hrs. después de la administracion o de 16-24
hrs. después del infarto. La visualizacion recomendada es de 18 hrs. .después de Ia
administracion de los anticuerpos. La utilizacidn de los anticuerpos pem\ile' una alta
especificidad para la identificacion de tejido dafado t'micaménte con antigenos. En pacientes
con 1AM la miosina expuesta es la que promueve la union de los anticuerpos y estos pueden

marcarse con material radioactivo, sin dejar que estos pierdan su actividad y especificidad .

Los anticuerpos monoclonales anti-miosina no sélo han sido utilizados para el diagnostico de
1AM, sino de otras enfermedades asociadas con miocarditis '™, cuyo diagnostico requiere de
biopsias ventriculares; sin embargo a pesar de la especificidad de las mismas, estas carecen de
sensibilidad, debido a la naturaleza focal de la enfermedad y la falta de muestras suficientes de

los sitios miocardiales **
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Este método de diagnostico de IAM es no invasivo'", donde no solo es eficiente para el
diagnostico de 1AM ', sino también como diagnostico diferencial en otros padecimientos
cardiovasculares como miocarditis, ya que ayuda a establecer junto con las biopsias un

diagnostico histologico ™.

En un estudio clinico més amplio, se compararon los resultados obtenidos de las imagenes
anti-miosina y los de las biopsias miocardicas. Se reportd que con los anticuerpos se registro
el 61% de los casos positivos a miocarditis, iientras que solo se reporto el 32% positivo con
las biopsias miocardicas, con este estudio podemos decir que las imagenes nucleares con auti-
miosina no sélo se puede establecer un método de diagndstico diferencial, sino también como

método de corroboracién de diagnostico '**.

Estudios clinicos y experimentales han demostrado que los anticuerpos monoclonales anti-
miosina son especificos sdlo para miocitos necrosados, en donde se corraboran los resultados
que fueron positivos en los andlisis con la anti-miosina con los de las biopsias. Un dato
positivo con anti-miosina indica la necesidad de utilizar biopsias endomiocirdicas para
establecer un diagnastico histologico. Confirmaudo el estudio de un gran namero de
pacientes, puede ser posible el evitar el diagnostico por biopsias en pacientes quienes

presentaron un resultado negativo .

El estudio de la gannunagrafia con los anticuerpos anti-miosina ha sido de gran utilidad por ser
una deteccion no invasiva de miocitos necrosados asociados al IAM con la sensibilidad y

especificidad de 90% V',
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De los resultados obtenidos podemos concluir que: el método de extraccion de miosina

cardiaca fue répido y la miosina nativa en esta muestra esta altamente enriquecida.

La purificacion de la miosina por precipitacion con sulfsto de amonio elimina algunos

contaminantes.

La técnica de electroelucion permite obtener la proteina de mayor peso molecular pero la

concentracion fue minima,

La purificacion por isoelectroenfoque nos proporciné dos fragmentos de miosina, los cuales al
inmunizar a los ratones se obtuvieron anticuerpos policlonales que pueden reconocer a la
miosina en una fase de degradacion, por lo que, estos anticuerpos pueden delimitar la zona de

infarto en el tejido.

Con los anticuerpos policlonales anti-miosina asi obtenidos se seguiri el trabajo en estudio
para Is obtencion de los anticuerpos monoclonales anti-miosina, ya que estos pueden ser
empleados como método de diagnostico diferencial para la evaluacion de otros padecimientos

cardiacos.
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APENDICE
LISTA DE SOLUCIONES ESPECIALES

Amertiguader para Llectreforesls

Glicina M
Tristhidroxi-metil) amino-metano (TRIS-BASE) 250 mM
Dodecil sulfato de sodio (SDS) 35 mM
Agua aforar a 2000 mi
Ameortiguader de Transferencia

Selucién 10 X

Tristhidroxi-metil) amino-metano (TRIS-BASE) 48.45 gr
Glicina 230.7 gr
Agua aforo a 2000 ml
Selucién | X

Solucion 10 X 400 ml
Alcohol Matilico! (CHYOH) 800 ml
Agua aforo s 40000 ml
Coctel pars muestras de Electroforesis

Tris(hidroxi-metil) amino-metano ajustar pH con HC1 (TRIS-HCL) 0.5 M pH=6.8 0.5 mi
Dodexil sulfato de sodio (SDS) 0lgr
Glicerol : 1.0ml
Azul de bromo fenol I ml
Agua 10ml

Seluciones pars Ia Extracién de Miesina
Selucién | pH=7

Fosfato inonobdsico de sodio (NaH,POy) 50 mM
Etilenglicol-bis(beta-amumo-etil eter) N.N' -tetra-acetato de potasio (K;H)EGTA) | mM
Fluoruro de tenil-metil-sulfonilo (PMSF) 0.125 mM
Selucién 2 pH=6.7
Fosfato dibisico de sodio (Na;H,POy) 150 mM
Cloruro de sodio (NaCl) 300 mM
Adenosil-Trifosfalo de Sodio (N&,ATP) 10mM
Etilenglicol-bis (Beta-Amino-Esil-Eter) N.N' tetra-acetato de potasio (K:H:EGTA) I mM
Fluoruro de Fenil-Metil-Sulfonilo (PMSF) 0.128 mM
2-mercaploutanol ) I mM
Geles de Poliacrilomidn al 7.5%
Gel Separader
Acrilamida 28I ml
Tris(hidroxi-metil) amino-metano ajustar pH con HCI (TRIS-HCL) 1.S M pH=8.8 28ml
Agua $.5iml
Dodexil sulfato de sodio (SDS) 10% 023 ml
N.N,N",N'-Tetra-metil-stil-enediamina (TEMED) 1opl
Persulfato de amonio (HiNYOySy 100 pl
Gel Concentrador
Acrilemida 0.25ml
Tris(hidroxi-inetil) amino-metano ajustar pH con HCI (TRIS-HCL) 1.5 M pH=8.8 0.67 m!
Agua 114 mi
Dodecil sulfeto de sodio (SDS) 10% 0.018 ml
N.N.N'.N'-Tetra-metil-atil-enediamina (TEMED) 1.8pl
Persuifato de amonio (HiN:04S2, 1224
Seluciones pars Purificacién por Electroeiucién
Solucion de Tristhidroxi-metil) ami (TRIS-BASE) y plicine 10 mM
150 mM

Cloruro de potasio (KC1) 0.25M



Seluciones pars Purificacién por lisclectroenlogue
Glicerol

Anfolitos con pH=3 » 10

Clorure de potasio (KC)

Tristhidroxi-metil) amino-metano (TRIS-BASE)

Seluclonss para Purificacién por Precipitacion
Sulfato de smonio (NH,)250.) 41 g para 100 m|
Cloruro de potasio (KC)

(EDTA) pH=?

Reactive de Bradford

Azul de Coomassio

Alcohol etilico (C;H;OH) a1 95 %
Acido Fosforico (HyPO,) al 8%
Agua aforo a

Reactive de O-fenil diamina

Acido citrico (CsHsOv)

Fosfato dibésico de sodio (Na;HPO,)
O-fenil-dismina

Perdxido de hidrégeno (H/0;)

Ayua aforo »

Tincién de Coomnisle 580%
Coomassie R

Alcohol isopropilico (C3H/0)
Acido acdtico glacial (C;H/O)
Apua sforo s

Tiacién de Plata

Hidréxido de sodio (NsOH) sl 0.36%
Hidroxido de amomio (NH/OH) al 20.8 %
Nitrato de pia (AgNO,) al 10% en H,O
Ayua sforo »

Selucionss para Blisa

Solucion de carbonatos

PBS-pH=7.4- IX

Amontigusdor de Fosfato de sodio (Na;PO4) y cloruro de sodio (NaCl)
PBS-pH=7.4- X y Monolauril polixiétilen-sorbian (Tween 20)
Albdmina en PBS-pH=7.4 1X

dors de Fosfato dibisico de potasio (K;HPO,) y Acido Etilendiamino tetrs-acético

10ml
1%

0SM
10 mM

40%

0sM
0.15M
10 mM

100 my
SOml
100 ml
2000 ml

0IM
02M
Smg
Jo%
129 ml

300 mg
250ml
375 ml
$00 ml

27mi
1.Sml
$ml

100 mi

0lM
0.015M. 015 M

99.9ml, 0.1 ml
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