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I RESUMEN 

El corazón es considerado como la bomba motriz que mantiene la sangre en circulación por 

todo el organismo ; es un órgano formado por tejido muscular y presenta un tabique 

inteiventricular que lo divide en su parte media, limitado por 4 cavidades; 2 aurículas y 2 

ventrículos la mitad derecha dirige la sangre a los pulmones, mientras que la izquierda recibe 

la sangre oxigenada de éstos conduciéndola a la circulación general. Las enfermedades del 

corazón pueden presentarse en una amplia variedad de formas (angina 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, lesión y muerte de las células. 

A pesar de que existen numerosos síntomas durante la fase aguda del IAM el más 

característico es un dolor intenso persistente en la región precordial irradiado a menudo hacia 

el brazo izquierdo pudiendo éste estar acompañado de sofocación, palidez, diaforesis fría, 

pulso rápido y disminución de la presión arterial . 

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

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

En la actualidad no se cuenta con un solo método de diagnóstico óptimo ; pero existen varias 

técnicas que en conjunto forman un diagnóstico adecuado, estas técnicas son: la 

Electrocardiografia, la Ecocardiografia, la Angiocardiografia . la Biopsia y la Medicina 

Nuclear. 

En 1974 se reportó el empleo del ácido difosfono-propano-dicarboxílico (DPD) marcado 

con Tc " , para su uso en la gammagrafia cardiaca con fin de diagnóstico para la detección del 



IAM sin onda Q. Esta técnica se basa en la unión (k los radiotostiit os al calcio depositado 

principalmente en las mitocondlias liberado de las células necrosadas. 

Doce años después, en 1986 se desarrolló otro método basado en el uso de anticuerpos 

monoclonales anti-miosina, marcados con hi n '. Los anticuerpos pueden atravesar la 

membrana de las células lesionadas y unirse especificamente a la miosina, la especificidad en 

este caso es mayor debido a que implica una reacción antígeno-anticuerpo . En un estudio 

comparativo de estas metodologías se demostró que la gammagrafia con radiofosfatos es 

capaz de detectar el 44% de los casos con 1AM, mientras que en la gammagrafia con 

anticuerpos anti-miosina se diagnosticó el 58% , en este trabajo en la mayoría de los casos 

(más del 85%) el infarto se localizaba en la zona inferoposterior del corazón. A pesar de que 

la eficacia de la gammagrafia con anticuerpos anti-miosina es la más elevada y no se producen 

efectos adversos, el alto costo de este método no permite su empleo generalizado, en nuestro 

pais, por lo que su uso está limitado a algunos hospitales Ovados y sólo en aquellos casos en 

los que la detección planar y la tomogratia con radiofostlit os marcados con tecnecio son 

negativas. 

El objetivo del presente trabajo es el establecimiento de la ii.etodologia para la obtención de 

anticuerpos policlonales anti-miolma 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 diagnóstico" a nivel hospitalario en 

nuestro país; 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 tette-

acceso a ellos para un método de diagnóstico rápido, efectivo y no invasivo. 



La miosina tire extraída de corazón canino mediante solubilización diferencial de la proteína en 

cloruro de potasio (KCI), para su purificación se emplearon tres metodología comparativas, 

las cuales fueron: precipitación con sulfato de amonio, electroelución y separación por punto 

isoeléctrico. este último proporcionó la pureza y concentración suficientes para la 

inmunización de los ratones de la cepa MIS/e de 6-8 semanas de edad con una dosis de 6pg 

de proteína + 100p1 de adyuvante incompleto de Freund: administrada por vía intraperitoneal 

cada 15 días por 2 meses para inducir la producción de los anticuerpos policlonales anti-

miosina. Posteriormente a la inmunización de los ratones se sangraron para probar y titular los 

anti-sueros policlonales poi I LISA. obteniéndose títulos de 1:6400 y en inmunotransferencias 

el título fue de 1:5000. 

(un el anti-suero policlonal de los ratones inmunizados. se  icalizaron pruebas 

numinohistoquimicas 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 

ugncluyéndose de esta manera que con la metodología empleada para la extracción de 

miosina se obtuvo de manera rápida la miosina nativa, la cual está altamente enriquecida. La 

purificación por precipitación con sulfato de amonio puede ser utilizada inicialmente ya que 

con dicha técnica se eliminan muchos contaminantes. Con la técnica de electroelución se 

obtiene una proteína de mayor peso molecular pero la concentración fue mínima. presentando 

problemas de agregación a la hora de concentrarla y finalmente con la purificación poi 

isoelectroenfoque nos proporcinó dos fragmentos de miosina, con los que se inmunizaron a 

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



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

encuentra en las células lesionadas. 

Con este trabajo se estableció la metodología para la purificacion de miosina cardiaca y se 

obtuvieron anticuerpos murinos policlonales anti-miosina. Posteriormente a los animales 

inmunizados se les empleará en el proyecto titulado "Anticuerpos monoclonales anti-miosina 

con fines de uso diagnóstico" llevándose a cabo actualmente en el Departamento de Biología 

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 (1AM) es 

considerado como un problema de salud pública, en este último país, cada año casi 1500 000 

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

Más del 60% de las muertes ligadas al 1AM ocurren dentro de la primera hora del suceso y se 

deben principalmente a arritmias y particularmente a fibrilación ventricular. La mortalidad en 

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

El 1AM es la máxima expresión de la insuficiencia coronaria y se traduce patológicamente por 

la existencia de necrosis en wia zona localizada del músculo cardiaco, como consecuencia de 

una isquemia y lesión del mismo. Entre los síntomas de la fase aguda, el más característico es 

un dolor precordial intenso y persistente. En la mayor parte de los casos este dolo• se 

acompaña de ansiedad, sofocación, diaforesis fría, pulso rápido, náuseas, vómito y baja de la 

presión arterial. 
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Aparecen también Ranstornos en la conducción eléctrica que se manifiestan poi cambios en el 

electrocardiograma (EC(i), ya sea alteraciones en la onda T, desniveles del segmento ST y/o 

anormalidades en la onda Q 

2.2 CAUSAS ATEROSCLERÓTICAS DEL IAM : 

Casi todos los infartos miocárdicos (IM) se deben a aterosclerosis de las arterias coronarias a 

las cuales se les superpone una trombosis coronaria, dando como resultado final la 

disminución de luz de las arterias coronarias, lo cual a su vez disminuye el aporte sanguíneo al 

miocardio. Cuando el riego coronario disminuye por debajo de cierto valor crítico, las fibras 

miocárdicas desarrollan una lesión isquémica. cuando ésta es más grave, o persiste por más 

tiempo, se produce un daño miocárdico irreversible, es decir, wi infarto miocárdico. En la 

mayoría de los estudios llevados a cabo en necropsias, las placas ateroscleróticas que se 

acompañan de trombosis y oclusión total. localizadas en los vasos relacionados con el infarto. 

suelen ser más complejas e irregulares que las observadas en los vasos no ligados al IM Los 

estudios histológicos de estas lesiones a menudo revelan ruptura o lisura de las placas ' 1. La 

morfología angiográfica que permite sospechar de rotura de placas se observa en casi todas las 

estenosis ligadas a IAM o al comienzo súbito de una angina de pecho inestable". 

A raíz de los trabajos de J.B.Ilerrick, los cardiólogos sospechaban la existencia de una 

relación causa-efecto entre trombosis coronaria e infarto de miocardio, pero la prueba más 

contundente la aportó el equipo de De Wood, quienes practicaron en 322 pacientes afectados 

de infarto de miocardio una coionariogratia, la observación del trayecto del producto de 

contraste y su estancamiento en las coronarias les permitió demostrar que más del 10% de los 

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



deri‘ a la idea de emplear medicamentos tromboliticos capaces de disolver el coágulo arterial''' 

Durante la necrosis, los trombos coronarios tienen una longitud aproximada de I cm, en casi 

todos los casos II  y se encuentran adheridos a la superficie interna de las coronarias. 

I.a composición de los trombos varía en diferentes grados; hay trombos compuestos por 

plaquetas y fibrina, y otros compuestos por eritrocitos, fibrina, plaquetas y leucocitos w. 

2.3 CAUSAS NO ATEROSCLEROTICAS DEI. IAM : 

Existen numerosos procesos patológicos distintos a la aterosclerosis que a veces afectan a las 

arterias coronarias y causan infarto del miocardio ' 2  Muchos procesos inflamatorios producen 

anomalías en las arterias coronarias, algunas de las cuales llegan a simular una enfermedad 

aterosclerótica. Entre estos procesos se encuentran las infecciones causadas por el virus 

Coxsackie II, que son una causa rara de IAM ", la aortitis sifilítica, que puede producir la 

oclusión de uno o ambos orificios coronarios " y la fiipanosomiasis causada por el parásito 

%panoso:tia cntzi , el cual es el patógeno más común asociado con las enfermedades 

inflamatorias del corazón en pacientes con la enfermedad de Chagas ''. Otras causas de 

oclusión coronaria son la arteritis necrosante, la poliarteritis nodosa 16  y el lupus eritematoso 

generalizado u . 

I.a magnitud y localización del IAM depende (le diferentes factores 

I.- Localización y gravedad del proceso aterosclerotico en la circulación colateral, 

2.- Tamaño del lecho vascular perfundido por la coronaria afectada, 3.- Requerimientos de 

oxígeno del miocardio hipoperfundido, 4.- Grado de desarrollo de la circulación coronaria 

colateral y 5.- Presencia. localización y gravedad de un espasmo coronario. 



I.os infartos del miocardio pueden dividirse en dos grupos fimdamentales: infartos 

transmurales, donde la necrosis afecta a todo el espesor de la pared ventricular e rolarnos no 

transmurales o subendocardicos. En la trombosis coronaria aguda parece ser mucho mas 

frecuente el infarto lían smu r a I 1119  

Flectrocardiográficamente un infarto ntiocárdico puede ocurrir sin que se presente una onda Q 

anormal al cual se denomina infarto sin onda Q tratándose siempre de mi infarto 

subendocárdico o infarto sin onda Q. Sin embargo, la correlación entre datos 

electrocardiográticos de infartos miocárdicos transmurales o subendocárdicos y los datos 

anatomopatológicos no es muy buena :u  

l.a mortalidad de pacientes con infarto sin onda Q es aproximadamente la mitad a la de los 

pacientes con infarto que presentan electrocardiográticamente una onda Q alterada 	'I  a 

menos que ocurra una extensión del mismo, un reinfano, en cuyo caso el porcentaje de 

mortalidad es similar a la de los pacientes con IM con onda Q 22. Los pacientes con influir) sin 

onda Q tienden a presentar pequeños 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 patológico benigno 2U.25'2'  

Un estudio demostró que el 6000 de los pacientes presentaron obstrucción critica en arterias 

coronarias imponantes y cerca del 20% llegaron a desarrollar un infarto agudo con onda Q a 

los 3 meses de haber presentado influir) sin onda Q 2'. Otro análisis reveló que casi la mitad de 

los pacientes con infarto sin onda Q sufrieron una angina de pecho inestable durante un 

período de seguimiento en promedio de I I meses. En definitiva, es evidente que los pacientes 

con infartos sin onda Q presentan una historia natural diferente de pacientes con infartos con 
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onda Q. Los primeros se consideran procesos patológicos relativamente inestables que se 

acompañan de una mortalidad inicial baja pero con un elevado riesgo de in 	tardíos, 

letales. En la actualidad se sabe que un intimo miocardico u:inmoral suele deberse a trombosis 

coronaria, pero la secuencia fisiopatológica precisa del infano del miocardio a partir de la 

aterosclerosis coronaria 110 es bien conocida " 

Ea rapidez con la que la trombosis se desarrolla y el grado de circulación colateral puede 

determinar si una oclusión coronaria aguda causa infarto transmural, subendocárdico o nada 

de infarto 

2.4 OBSERVACIONES MICROSCÓPICAS IIISTOPATOLOGICAS DEI, IAM: 

Entre los análisis microscópicos se encuentran los realizados por Bouchard y Majno quienes 

observaron un panoli ondulatorio de las libras miocárdicas que aparecen inmediatamente 

después de iniciado el infarto: esto se debe a una contracción desordenada de las fibras 

miocárdicas "" Al microscopio de luz es posible identificar bandas de contracción y 

pequeños espacios entre las fibras miocárdicas, así como un infiltrado de neutrófilos y 

eritrocitos " ". A los 60 minutos de la oclusión coronaria, se observa edema en las fibras 

miocárdicas con anomalías de las mitocondrias caracterizadas por desorganización intenta y 

alteraciones de las fibrillas. En una isquemia 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 

isquenico. las mitocondrias están edematosas y contienen en su interior depósitos de fosfato 

de calcio 
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A las 24 hrs en las libras miocárdicas afectadas hay desorganización del citoplasma con 

pérdida de las bandas estriadas. En la zona de infarto, los capilares miocárdicos se dilatan, hay 

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

En los 3 primeros días, el tejido intersticial se vuelve edematoso, hacia el cuarto día del infarto 

empieza la eliminación de las fibras necróticas que comienzan en la periferia, luego hay llegada 

de linfocitos, macrófagos y fibroblastos, que se infiltran en los 'Mocitos. Al octavo día 

desaparecen las libras musculares necróticas y al décimo día disminuye el número de 

leucocitos polimorfonucleares, mientras que aparece por primera vez un tejido granuloso en la 

periferia del infarto. En el interior del infarto siguen creciendo vasos sanguíneos infiltrándose 

fibroblastos. mientras que desaparecen las fibras musculares necróticas; esto sucede entre la 

cuarta y sexta semana después del infarto Para esta fecha todo el miocardio necrotico ha 

desaparecido, este proceso continúa junto con el depósito de fibras colágenas en la zona 

'dallada ". 

2.5 MECANISMOS DE CONTRACCIÓN RELAJACIÓN MUSCULAR : 

Las fibras cardiacas están conectadas entre sí mediante una red delgada de filamentos de 

colágena, estos desempeñan un papel importante 	en la orientación de las mismas, la 

distensihilidad de tejido y la transmisión de fuerza entre ellas, las fibras elásticas están 

compuestas de microtilamentos de glucoproteinas y elastina amorfa ". Las libras del 

marcapaso o del automatismo cardiaco, son ligeramente más pequeñas 9̀. 

El sarcolema es una membrana externa que rodea a cada libra miocárdica y presenta 

invaginaciones a lo largo de las líneas 1. de los sarcómeros '7.'141.42 . El sarcolema está 

compuesto por la membrana plasmatica (plasmalema) y una membrana basal, la primera tiene 
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la estructura general de doble membrana, mientras que la segunda se encuentra en la superficie 

externa del plasinalema y consiste en una delgada capa rica en polisacáridos. La función 

principal de la membrana plasmática en la contracción muscular es la conducción de la onda 

de despolarización, además de proteger a la fibra muscular, el sarcolema imparte una 

característica de resistencia al estiramiento del músculo. 

El sarcoplasma de una fibra muscular consiste en el contenido del sarcolema, con exclusión de 

las proteínas de los elementos contráctiles y los núcleos. Contiene los organelos 

citoplasmáticos usuales, incluyendo las mitocondrias y retículo endoplásmico. 

Los miocitos (fibras miocárdicas) normalmente presentan una longitud de 50 a 100 

micrómetros y un diámetro de 10 a 25 micrómetros. Cada fibra está formada por numerosas 

fibrillas estriadas dispuestas en sentido longitudinal, las cuales, a diferencia de lo que sucede 

en el músculo esquelético, están parcialmente separadas por inclusiones citoplasmáticas que 

contienen mitocondrias y túbulos 

Las libras están compuestas por sarcómeros iguales, dispuestos longitudinalmente y separadas 

por dos líneas ''. Los sarcómeros ocupan cerca del 50% de la masa de las fibras cardiacas y 

se ordenan de manera que los extremos de las fibrillas adyacentes están alineadas, 

obteniéndose así una imagen estriada ').". Los sarcómeros varían entre 1.6 y 2.2 micras, 

según la longitud del músculo. El centro del sarcómero está ocupado por una banda oscura la 

banda A (banda anisotrópica o birrefrigerante que rota la luz polarizada) y tiene una longitud 

de 1.5 micras. La banda A está limitada por dos bandas más delgadas denominadas bandas I 

(isotrópicas) de longitud variable en función de la longitud del sarcómero . Las bandas del 

sarcómero reflejan la superposición de los filamentos constituidos por proteínas contráctiles. 
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Los filamentos delgados de activa están unidos a cada línea / y se proyectan en sentido 

longitudinal hacia el centro del sarcómero, en donde se superponen con los filamentos gruesos 

compuestos de moléculas de miosina v) ". Los filamentos gruesos y delgados en la banda A 

generan la filerza y el acortamiento del miocardio, ya que los filamentos se deslizan Litio sobre 

otro conservando constante su longitud. El núcleo está colocado en el centro de las fibras 

miocárdicas. 

l.as mitocondrias que constituyen el 20% del volumen de las fibras 4 ` son estructuras elípticas 

de aproximadamente 2 a 5 micras por 0.5 micras y están situadas entre y junto a las fibrillas, y 

también debajo del sarcómero 	presentan repliegues o crestas que se proyectan hacia el 

centro de su membrana superficial y contienen enzimas del ciclo del ácido tricarboxílico La 

gran proximidad de las mitocondrias, en donde se produce ATP, a los filamentos contráctiles. 

facilita la transferencia de ATP de su lugar de producción a los lugares de su utilización 

durante el proceso contráctil. 

La capacidad de contracción del músculo y con ello de realizar trabajo mecánico, está 

relacionada con: la existencia de elementos estructurales específicos y la disponibilidad de la 

energía química que se transforma en energía mecánica durante el proceso de contracción. Los 

verdaderos elementos contráctiles capaces de estirarse de forma reversible son las miofibrillas, 

que constan de filamentos gruesos de miosina y filamentos delgados de activa que se 

encuentran superpuestos, con una longitud constante, tanto en reposo como durante la 

contracción 4'.45-4' 



2.6 PROTEÍNAS DE LOS ELEMENTOS CONTRACEILES : 

La estructura de las proteínas es compleja, la adaptación de la célula para poder realizar un 

numero extraordinario de reacciones químicas es una función principal de las proteínas, las cuales 

pueden transferir grupos químicos de un compuesto a otro, funcionalmente pueden proporcionar 

rigidez a la célula. controlar el flujo en el transpone de metabolitos, actuar como sensores para 

encender genes, producir movimiento, etc. l.as  proteínas son las moléculas orgánicas más 

abundantes Se encuentran en todas las panes de cada célula ya que son la parte estructural y 

funcional de la misma Existen muchas clases de proteínas cada una de ellas especializada en una 

¡Micrón biológica diferente. todas contienen carbono, hidrógeno, nitrógeno y oxígeno. Los pesos 

moleculares de las proteínas son muy elevados, pero por hidrólisis ácida, las moléculas protéicas 

dan una serie de compuestos orgánicos sencillos de bajo peso molecular, que son los aminoácidos, 

que están enlazados por uniones alinda llamándose enlaces peptídicos. Los filamentos gruesos y 

linos están constituidos principalmente por proteínas de miosina y activa, respectivamente. 
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FIGURA A 

2.6.1 MIOSINA  : 

La miosina es una proteína presente en todas las células 

eucarióticas. inicialmente, se descubrió por su actividad 

motora en el músculo, posteriormente, se encontró en 

células no musculares y hasta la fecha se ha 

caracterizado ampliamente, se dice que es una enzima 

única porque puede moverse a lo largo de un filamento 

de actina por acoplamiento a cambios conformacionales 

por la hidrólisis de la molécula de ATP. 

Los filamentos cardiacos más gruesos, están 

compuestos de moléculas de miosina. esta proteína sólo 

se encuentra en la banda A, tienen un diámetro 

aproximado de 150 nm con extremos afilados, mide 

entre 1.5 a 1.6 micras de longitud 	y tiene rui peso 

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

conservan paralelos y ordenados entre sí por el efecto de conexiones centrales de la línea M. 

Cada molécula de miosina presenta una cola en forma de bastón que está formada por 2 

cadenas polipeptídicas alfa-helicoidales enrolladas entre sí, llamadas cadenas pesadas de 

aproximadamente 1 300 nm de longitud cada una; y una cabeza en forma de dos estructuras 

esféricas formadas por 4 cadenas polipeptídicas (2 cadenas de 18 Kd, 1 de 16 Kd y 1 de 21 

Kd) que forman las cadenas ligeras, con una separación de 14.3 nm entre cada una de las 

estructuras. Existen 50 de estos conjuntos en cada mitad del filamento grueso, que rotar, 
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cuando se activa el músculo, forman uniones o puentes con los filamentos de actina 

generando fiierza y produciendo acortamiento de las fibras. La miosina por sí sola es capaz de 

disociar el ATP, ya que la cabeza globular de la miosina tiene actividad enzimática (ATPasa) 

que se inhibe por el Mg *2  y se activa con pequeñas cantidades de Ca*2  ". Cuando la miosina 

se combina con la actina, se forma un complejo de actomiosina que posee una actividad 

enzimática todavía mayor para utilizar A'fP y que se estimula fwidatnentalmente por Mi"' . 

Mediante la tripsina, una enzima proteolítica, la molécula de miosina se separa en dos 

fragmentos la meromiosina ligera y la meromiosina pesada; la meromiosina pesada a su vez 

puede separarse en dos 'porciones, fragmento SI  y otro fragmento S2, formando las porciones 

que contienen la actividad enzimática ATPasa. 

2.6.2 ACUNA :  

La locomoción de la célula resulta de la coordinación de varias partes celulares como el 

citoesqueleto, constituido por varias proteínas entre ellas la actina cuya organización es la 

furnia más básica que se encuentra en la célula, esta proteína se rearregla 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 

libras forman una doble alfa-hélice que consta de dos cadenas de actina con peso molecular de 

47 Kd y un diámetro de 55 nm 51 . 

Los filamentos de actina se extienden desde la línea Z del sarcómero a través de la banda I 

hasta llegar a la banda A, en esta última banda se localiza la región donde se superponen los 

filamentos gruesos y delgados, en tanto que la banda 1 sólo contienen filamentos delgados. 
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2.6.3 FROPONINA 1 I ROPOMIOSINA : 

Constituyen cerca del 10°O del total de las proteínas de las fibrillas y se relacionan con el 

filamento delgado 

La tropomiosina es una proteína en forma de bastón, de 400 nin de longitud y de 20 a 30 nin 

de diámetro, con un peso molecular de 700 Kd 4. Presenta la forma de dos espirales, cada una 

de las cuales se sitúa cerca del centro del surco entre las cadenas de actina. La tropomiosina 

forma una cadena continua a través de la porción central del filamento de acuna, mientras que 

el complejo troponina se localiza a intervalos de 365 nin. 

1 a troponina puede separarse en tres componentes52  troponina C 'factor exitador de calcio". 

que se une al calcio. troponina I -factor inhibidor'' de la ATPasa de la actonnosina estimulada 

por el Mg*2  y troponina T. necesaria para que funcione todo el complejo de la troponina. y 

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

". 

Cuando faltan estas proteínas reguladoras de la contracción, las proteínas contráctiles actina y 

miosina interactúan y se activan por completo. para ello. sólo se necesita la presencia de Mg'2  

y ATI' para iniciar la reacción que lleva a la contracción muscular Sin embargo, en presencia 

de troponina y tropomiosina se inhibe la limnación de puentes cruzados entre la miosina y 

actina 	Cuando el Ca'' se une a la troponina C, se inhibe la unión de la troponina I con la 

actina, la cual a su vez produce un cambio en la formación de la tropomiosina. La inhibición 

de la interacción entre la actina y miosina, altera la configuración de la tropomiosina, la cual a 

su vez modifica la disposición de los sitios activos a lo largo del filamento de actina durante la 

relajación. La tropomiosina bloquea los sitios activos de la actina que actúan para formar 

puentes transversales con la miosina 54 '5'  Al producirse la despolarización celular, el Ca'' 
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intracelular aumenta de 10-7  hasta cerca de 10- ' M. l.a troponina liga el Ca y los bastones de 

actina se desplazan hacia el centro del sarcómero 49. Una vez efectuado este primer paso, una 

cabeza de la miosina unida a la actina expulsa sus productos de hidrólisis del ATP. se  une a 

otra molécula de ATP y se despega del sitio de unión con la actina, luego la cabeza de actina 

vuelve a tomar su orientación original y el ciclo se repite: la cabeza de miosina se une a un 

monomero diferente de actina en un sitio más distante en el filamento de actina 

Por lo tanto el proceso de acortamiento del músculo cardiaco consiste en un cambio relativo 

en la posición de los dos filamentos contráctiles, es decir, los filamentos de aetina se deslizan 

sobre los de miosina por un proceso en el cual se produce fuerza de muchos puentes 

transversales 	Si al músculo no se le permite acortarse, es decir. se  produce una contracción 

esométrica (en presencia de Ca''), la meromiosina pesada no sufre ningún cambio 

conformacional, se conservan los puentes entre actina y miosina es el AlP en vez del ATP el 

que permanece unido a la miosina '9. La Iberia desarrollada es proporcional a la cantidad de 

Ca'' unido a la troponina C, la cual a su vez se relaciona con el Ca'2  intracelular 59. En la 

cabeza de la miosina las proteínas más pequeñas, llamadas "cadenas ligeras" experimentan 

fostiirilaciOn produciendo cambios no bien precisados en la actividad enzimática de la misma'''. 

Se ha dicho que la actividad de la ATPasa de la actomiosina aumenta al incrementar el 

monofosfino de adenosina cíclico (AMP cíclico) en el interior de las libras 	que es un 

probable mecanismo por el cual la estimulación beta-adrenérgica ejerce un efecto inotropico 

punitivo 
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2.7 TRATAMIENTO EMPLEADO EN EL IAM : 

Antes del advenimiento de las unidades de cuidados coronarios, el tratamiento del IAM se 

enfocaba casi exclusivamente hacia la cicatrización del infarto, prevención de la ruptura 

cardiaca, complicaciones como embolia pulmonar o arterial. y a conservar la presión arterial y 

la diuresis. Posteriormente la monitorización cuidadosa del ritmo cardiaco y el tratamiento 

rápido de anitmias primarias permitieron reducir notablemente la frecuencia de la mortalidad 

hospitalaria por IAM 62 . 

FI decremento en la mortalidad de la enfermedad coronaria se acompaña de una reducción en 

los fallecimientos por IAM, al parecer esto se debe a dos factores: disminución del 25% o más 

en la frecuencia de IAM " y un descenso igual de importante en la mortalidad una vez que ha 

ocurrido el infarto" 66. Las razones de este efecto ha sido motivo de grandes discusiones 676N  

Según estudios recientes "in  cerca del 40% de la disminución en la mortalidad se debe a: 

unidades de cuidados coronarios, reanimación prehospitalaria y nuevos tratamientos 

mecánicos y' médicos de la enfermedad coronaria. 

Todos los pacientes con datos de isquemia recurrente después de un infarto (sin importar 

localización o morfología del IM determinado por EC(i) deben someterse a tratamiento 

médico, reposo en cama, oxígeno, y administración de Vármacos, éstos pueden ser: 

vasoditaladores nitrados (nitroglicerina), vasodilatadores no nitrados (neperidina), 

antagonistas del calcio (nifedipina) o bloqueadores-adrenérgicos, y en caso necesario hay que 

considerar la posibilidad de revascularización coronaria. Sin embargo, es muy importante 

seguir de manera cuidadosa a los pacientes sintomáticos con infartos sin onda Q, debido a la 

presencia frecuente de miocardio isquémico pero viables en tales pacientes. 
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Algunos estudios realizados durante 1984-1985 demostraron que los beta-bloqueadores 

(atenolol, inetoprolol) administrados por via intravenosa aumentan el tiempo de vida en los 

pacientes afectados de infarto agudo al miocardio y no tratados con sustancias tromboliticasw  

En otro estudio con 500 pacientes a los cuales se les administró un antagonista del calcio 

(dialtiacem). se encontró una disminución del 50% en la frecuencia del padecimiento, no hay 

datos firmes de que esta estrategia afecte de manera favorable la evolución del IAM 71 . 

Por otra palle entre los primeros fibrinolíticos que se emplearon fueron la estreptocinasa (SK), 

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

fibrina es decir activan el plasminógeno que circula en la sangre y el que está asociado al 

trombo, la plasmina provoca de esta manera la degradación de la fibrina y del fibrinógeno 

circulante (fibiinólisis sistémica) y otras proteínas que intervienen en la coagulación como 

factor V y VIII. 

En los últimos años se han empleado medicamentos de segunda generación capaces de activar 

preferentemente el plasminógeno vinculado a la fibrina de los trombos. Se trata de un 

activador tisular del plasminógeno (t-PA o alteplasa, la pro-urocinasa Pro-UK o sal-PA), este 

compuesto se ha producido a partir de ingeniería genética bajo el nombre de rt-PA (t-PA 

reconibinante) y se comercializa bajo el nombre de Actilyse, no provoca la formación de 

anticuerpos ni alergias. Todos los trombolíticos ensayados en estudios a gran escala producen 

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

Los pi-hueros términos de reperfiisión (repenneabilización) coronaria eran la cinigía y la 

angioplastia coronaria. En 1983 R.B. Jennings y K.A. Reúne'.  de Durham, E.U. demostraron 
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experimentalmente que la repertiisión coronaria reduce el tamaño 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 mas rápida 

y más frecuente de las arterias coronarias ocluidas 

2.8 DIAGNÓSTICO DEL. IAM : 

La realización del diagnóstico del IAM se apoya en varios análisis, los cuales van desde el 

análisis clínico, el cual comprende el interrogatorio y exploración fisica del paciente, así como: 

electrocardiografia, ecocardiogralia, angiocardiogralia, biopsias, análisis de laboratorio 

(determinación de enzimas) y medicina nuclear. 

I.a electrocardiografia, es un registro gráfico de las cimientes eléctricas producidas durante la 

contracción del músculo cardiaco; los diversos potenciales de acción producen un cuadro 

demostrativo de la actividad cardiaca, la ecocardiogratia es una prueba en la que se utiliza el 

ultrasonido para examinar y registrar el corazón, en fonna de ecos, esto es reflejo de las 

ondas sonoras, que dan a conocer la funcionalidad del mismo, la muLiocardiografia, es la 

utilización de los rayos X para obtener imágenes de las cavidades del corazón y los grandes 

vasos con la inyección intracardiaca de una sustancia opaca a los rayos X. Por muchos años la 

coronariografia no se practicaba en la fase aguda del IAM por temor a sus complicaciones7"'. 

Sin embargo, por la experiencia en el último decenio, se ha observado que la angiografia es un 

método inocuo aun durante la fase aguda del IAM 

La coronariografia llevada a cabo en las primeras horas de un infarto miocárdico transmuta' lid 

mostrado que en el 90% de los pacientes existe una oclusión total del vaso sanguíneo 

relacionado con la zona del infarto N '''. l.a oclusión de una arteria coronaria ligada a la zona 



de infarto miocárdico parece la via final común debida a la interacción compleja y dinámica 

entre aterosclerosis coronaria, vasospasmo y activación de las plaquetas que al final producen 

una trombosis coronaria ``' 
7 71 

Y finalmente la biopsia es otro método por medio del cual se puede determinar la nato:aleta 

de la lesión patológica, es un examen microscópico de un fragmento de tejido lesionado. 

1ln problema imponame que confrontan los cardiólogos es el funcionamiento de biopsias 

endomiocardicas en la sospecha de pacientes con miocarditis.EI argumento contra las biopsias 

por la baja incidencia de miocarditis, la percepción de un pronóstico bueno y el riesgo de la 

biopsia. La decisión de tomar una biopsia es de alto peso contra los procesos de riesgo, el ró 

de los estudios prospectivos muestran un riesgo al realizar la biopsia en pacientes con 

dilatación cardiopinica 1'2  

Las conclusiones derivadas de estudios de necropsias de las arterias coronarias después de un 

IAM presentan limitaciones debidas a la selección, de la muestra y por los episodios que 

suceden después de la muelle 7231. 

Fu presencia de una lesión de las fibras miocárdicas, en el torrente circulatorio se liberan 

varias enzimas que pueden medirse mediante reacciones químicas específicas'' En el suero o 

plasma de pacientes con IAM se ha encontrado un aumento de la actividad enzimatica 	I a 

determinación de la actividad plasmatica de la creatincinasa (Ck), de la transkrasa glutinnico 

malo acética (TGO) y la deshidrogenasa láctica (VIII.) se han vuelto pruebas de laboratorio 

ordinarias en el diagnóstico del IAM. 
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Creauncinasa (CK) la actividad plasmática de la creatincinasa aumenta entre las 4 y 8 horas 

después del comienzo del infarto del miocardio''. La elevación máxima de la actividad de la 

CK en el IAM varía de modo importante ya que se puede alcalizar a las 8 horas después del 

comienzo del dolor o hasta unas 58 horas después del infarto 12  Si bien la elevación máxima 

de la CK en el (AM suele ocunir a las 24 horas del intáno, los valores máximos ocurren antes 

en pacientes que presentan una reperfusión por la administración de un tratamiento 

trombolítico o por una canalización mecánica, ya que la elevación máxima de CK ocurre a las 

12 horas del infarto en tales pacientes" " 

El aumento de la CK plasmática es la prueba de laboratorio más sensible para el diagnóstico 

de infarto miocárdico que se emplea de manera ordinaria "'"-", pero hay que recordar que 

dicho aumento se observa también en 15% de pacientes con enfermedades musculares, 

intoxicación alcohólica, deabetes sacarina y en caso de embolia pulmonar "'"" 

Mediante electroforesis se han identificado tres isoenzimas de CK (MM,BB y MB). El 

corazón contiene la forma MI3, los músculos esqueléticos MM y el cerebro y riñon 1311. El 

ejercicio violento, en corredores o en atletas profesionales, también puede elevar los niveles 

tanto de CK total como de CK-MB ". Datos recientes indican la posibilidad de que la 

producción de las isoenzimas es, por lo menos en parte, de tipo dinámico, ya que la porción 

relativa de isoenzimas MB en el músculo cardiaco depende quizá de maduración, una 

enfermedad coronaria preexistente o de hipertrofia ventricular izquierda '2. No obstante estos 

problemas y el hecho que existen pequeñas cantidades de la isoenzima CK-M11 en otros 

tejidos que no son el corazón, un aumento de la actividad plasmática de CK-MR puede 

considerarse como diagnóstico de IAM. 1,a medición de las isoenzima CK-M13 en el suero 
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sigue siendo el análisis más útil y la que más se usa para el diagóstico de necrosis 

miocardica'.9"2.93. H peifeccionamiento del método de radioinmunoanálisis para medir la 

actividad plasmática de la CK-Mll ha sido de gran utilidad para incrementar la precisión. 

sensibilidad y especificidad de esta prueba 9'. Además del IAM y obstrucción coronaria. otras 

lesiones del másculo cardiaco como miocarditis, traumatismo, estado de choque " o cirugia 

cardiaca, también producen aumento de la actividad plasmática de CK-M15 

Clínicamente todas estas alteraciones que provocan dicho aumento son muy fáciles de 

distinguir de un diagnóstico de IAM. 

En cerca del 15% de pacientes con la sospecha de un IAM. la CK-M11 está elevada a pesar de 

una CK total normal 91 . 

La actividad de la TGO del suero suele aumentar entre 8 y 12 horas después del comienzo del 

dolor precordial que acompaña a u:1 infarto, las cifras máximas 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 hepáticas. congestión hepática, enfermedades de los músculos 

esqueléticos, embolia pulmonar y choque cardiogénico ". Concentraciones elevadas de 'EGO 

también se observan en pacientes con pericarditis. 

1.a deshidrogenas° láctica (MIL) en suero aumenta entre 24 y 28 horas después del 

comienzo del infarto del miocardio, alcanza su máximo entre 3 y 6 días siguientes del infarto. 

Al igual que la TGO, la 1)111. total es una prueba sensible pero no específica, una elevación 

falsa positiva ocurre en pacientes con hemólisis, anemia megaloblástica, leucemia, 

enfermedades hepáticas, congestión del hígado, enfermedades renales, embolia pulmonar y por 

estado de choque 	La mayoria de las circunstancias que causan aumento en la actividad 
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plasmática total de D111., como sucede en enfermedades hepáticas, y en padecimientos o 

lesiones de los músculos esqueléticos son fáciles de distinguir de un IAM con sólo analizar las 

isoenzimas de DM_ El examen de MIL o de sus isoenzimas para diagnóstico de IAM hay que 

limitado a los casos en que los resultados de el< caen dentro de límites normales, esto es, 

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

Entre los métodos empleados más recientemente para el diagnóstico del IAM se encuentra la 

gammagratia con radiofosfatos el cual utiliza el ácido ditbstimo-propano-dicarboxilico 

marcado con Te "" (1)PD Te 99"), éste compuesto tienen gran afinidad por el calcio. así 

cuando la célula se necrosa el calcio que se encuentra en las mitocondrias puede reaccionar 

con el radiotosfato. el cual se detecta por una gammagratia. 

Igualmente ha sido de gran utilidad la gammagratia 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 vía intravenosa y no han producido ninguna reacción alérgica ni otros electos 

indeseables. 

Este método de diagnóstico puede ser altamente específico ya que se realiza una reacción 

antígeno-anticuerpo, por lo que el empleo de ésta tecnología permite la detección y 

localización del daño al miocardio en la parte inferoposterior del corazón. En estudios donde 

se comparan las biopsias endomiocárdicas con los registros anti-miosina (imágenes anti-

miosina) tienen una sensibilidad de 83%, una especificidad de 53% y un valor de predicciún de 

92%. En áreas donde las biopsias endonnocárdicas no son valuables, los registros con anti-

miosina pueden ser una herramienta para ver pacientes con subsecuentes procesos invasiyos". 
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En un estudio se comprobó la eficacia de las ganunagrafias cardiacas con radiothsfatos y con 

anticuerpos monoclonales anti-miosina. para lo cual se utilizo ácido difosfono-propano- 

dicarboxilico marcado con Tc 	( DPI) Tc"'") y anticuerpos monoclonales RI 1 DIO hab anti- 

miosina maleados con In ''' (AAM 1111 ") se utilizaron imágenes planares con 1)1'1) Te" y 

estudios tomográficos (SPIT. 1. ) La gammagratia con DPD Tc99"' fue positiva en 44% de los 

casos y de 52% para el caso de la técnica con anticuerpos monoclonales anti-miosina AAM 

(n- 48) 1.a mayor parte de los infartos se localizaron en la zona inferoposteiior del 

corazón. En pacientes con sospecha de IAM sin onda Q esta exploración podría ser de gran 

utilidad, no sólo para confirmar el diagnóstico sino para la localización de la necrosis El 120 0 

de los infartos detectados con AAM In"' eran de localización anterior y el 88°o 

inferopostehoi Con DPI) Tc9""' el 14% de las exploraciones positivas mostraron captación en 

la zona anterior del corazón y el 86% en la zona inferoposterior 

Es importante en la zona isquémica el tiempo que transcurre después de la oclusión en el 

corazón. para la recuperación del tejido ya que la reperfilsión no es seguida de la recuperación 

inmediata Si a los 15 minutos, después de la oclusión se realiza una reperfusión se puede 

salvar el 100% de la zona isquémica, si la oclusión se sostiene por 40 minutos se salvará el 

70% y permanecerá el 30% del tejido necrótico de forma irreversible y finalmente si la 

isquémia es total permanece de 3-6 horas se salvará sólo el 10% del área afectada %. 

En Otro estudio fueron desarrollados experimentalmente en unión selectiva e irreversible en 

'Mocitos dañados anticuerpos monoclonales anti-miosina murina. La intensidad de la ami-

miosina está en correlación con la localización del infarto De 50 pacientes, 46 resultaron 

positivos con ECG y 44 con anti-miosina 1.a localización por ECG fue anterolateral (u 20) o 
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inferoposterior (n ., 30). Con la alta intensidad de las imágenes anti-miosina la localización fue 

inferoposterior 91  

Recientemente un alto dominio de anti-iniosina, ha sido reportada en pacientes con dilatación 

cardiopática. 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 distribución de los anticuerpos marcados con In I2' 

demostraron que el alto rango de radioactividad aparece en el corazón del ratón infectado en 

14 días ". 

Los fragmentos t'ab anti-miosina no sólo han sido marcados con In ni  sino también con 

Tc"" con la finalidad de ser utilizados para la examinación por medio de imágenes nucleares 

en pacientes con IAM. Las imágenes anti-miosina se registran por scintigrafia planai 

SPECT, delimitando las áreas de necrosis miocardial y comparándolas con imágenes 

utilizando pirothsfatos marcados con Tc 99."'. Los resultados desarrollan una conelación 

significativa. 

Este método de diagnóstico está en función del flujo sanguíneo y la concentración del 

anticuerpo en la zona del infarto ". 

Antes de la administración de los anticuerpos se realizó una prueba de sensibilidad via 

intradérmica con 0.1 ml del anticuerpo monoclonal anti-miosina marcado con Te .'"' 

observándose por 15 a 30 minutos, en espera de una reacción alérgica . 

Se administró vía intravenosa 500 pl de los anticuerpos 1110110C1011111eS anti-miosina marcados 

con 15-25 mCi de Te "."', observándose de 6-24 hrs. después de la inyección. La localización 

25 



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

histoquímicamente con infarto al miocardio "3". Este método de diagnóstico con imágenes 

anti-miosina es comparado con los análisis de laboratorio para la detección de la enzima CK 

"'I". Con las imágenes obtenidas la localización del infarto resultó ser anterior o líder() 

posterior presentándose una correlación con los datos obtenidos en el ECG. La miocarditis 

ocasionalmente enmascarada con IAM se ha presentado en pacientes que desarrollaron severo 

dolor de pecho, cambios en el ECG y elevación de la CK en el suero. Dichos pacientes 

presentaron arterias coronarias normales, quienes presumiblemente murieron de IAM, pero 

que se les había diagnosticado miocarditis, la cual fue reportada como una anormalidad 

incidental en la autopsia 99." 

2.9 MIOCARDITIS : 

La miocarditis es ocasionalmente enmascarada con el IAM, esto debido a que la 

sintomatología clínica es similar al que se presenta en el IAM: dolor precordial, cambios del 

segmento ST y de la onda T en los electrocardiogramas, elevación de la concentración de la 

CK en el suero y se acompaña de síntomas inespecíficos, que incluyen fatiga, disnea y 

palpitaciones 199. Safir y Wile fueron los primeros en describir histológicamente la miocarditis 

como infiltración de linfocitos en miocitos neerosados en el miocardio ' In  

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

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

Los agentes infecciosos pueden causar daño por 3 mecanismos: invasión del miocardio, 

producción de toxinas ntiocárdicas y daño miocárdico mediado inmunológicamente 1". 
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El enterovirus Coxsackie 13 de la familia Picomaviridae, es el responsable de la mayoría de las 

apariciones virales de miocarditis . Otros agentes infecciosos que también pueden causar esta 

patología son: el Coxsackie A , el Echovirus y el virus de la polio Hl . 

Existe dificultad en la continuación del diagnóstico de miocarditis ya que se tiene que 

demostrar la presencia de partículas virales en el tejido humano lo que conlleva a la realización 

de una biopsia. 

1 a habilidad para reconocer miocarditis en pacientes que inicialmente se les diagnosticó IAM. 

se  basa en las imágenes pinares con anticuerpos monoclonales anti-miosina marcada con 

en donde las imágenes se observan difiisas en el miocardio; mientras que en el IAM se 

observan las imágenes localizadas ' u. 

Desde la asociación de 'Mocitos necrosados con miocarditis, casi todos los pacientes que 

desarrollaron miocarditis evaluados por biopsia resultaron tener un análisis anormal en un 

estudio con los anticuerpos anti-miosina 

En mocitos casos el diagnóstico no definitivo fue buscado, después que los pacientes 

resultaron tener arterias coronarias normales y debido a que la miocarditis tara vez está 

documentada durante la vida por biopsias endomiocárdicas II" 

El reconocimiento de la miocarditis en pacientes que presumían tener IAM, pudo valorarse 

porque la función ventricular anormal se resuelve generalmente en pacientes con 

miocarditis. De 1984 a 1991 164 pacientes que ingresaron a una Institución con sospecha de 

miocarditis "t'u', se evaluaron con imágenes anti-miosina y biopsias ventriculares izquierdas. 

I,a revisión de la presentación clínica reveló que 8 pacientes theron admitidos en la unidad de 

cuidados coronarios, inicialmente se les diagnosticó isquemia basándose en un prolongado 
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dolor de pecho y anormalidades en FCCi ha estos pacientes se les encontró arterias coronarias 

normales y posteriormente se sospecho de miocarditis 

El análisis de las imágenes con anticuerpos anti•miosina de estos pacientes fue comparado 

con las imágenes de pacientes con IAM y angiogratias con evidencia en una oclusión 

coronaria 

La metodología de los anticuerpos anti-miosina por su alta sensibilidad y el alto valor de 

predicción pueden servir para seleccionar pacientes con sospecha de miocarditis. Los miocitos 

necrosados asociados a éste padecimiento tienen un patrón diferente al de los ¡Mocitos 

necrosados asociados a IAM. Las imágenes nucleares con anticuerpos anti-miosina para 

miocarditis son usualmente caracterizadas poi ser difusas. borrosas y heterogéneass, debido a 

que esta enfermedad es típicamente multifocal. FI IAM está caracterizado por la intensa 

localización de los anticuerpos en la región de la oclusión coronaria. Aunque las biopsias 

endomiocardicas son un proceso estándar para el diagnóstico de Miocarditis, los resultados 

aquí obtenidos demuestran que el análisis con anticuerpos anti-miosina puede ser útil en 

pacientes con presumible sospecha de IAM pero con arterias coronarias normales'''. 
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3 	O 11.1 E T I VO 

El objetivo principal del presente trabajo es el establecimiento de la metodología para la 

obtención de anticuemos policlonales anti-miosina cardiaca canina preeliminar a la obtención 

de anticuerpos monoclonales anti-miosina para ser utilizados como método de diagnóstico 

los objetivos particulares a seguir son: 

I.- Establecimiento de una metodología para la extracción de la miosina cardiaca canina 

2.- Purificación de miosina empleando 3 técnicas comparativas 

A.- Precipitación con sulfato de amonio, 

13.- Electroelución , 

C.- Electroforesis por punto isoeléctrico 

3.- Inmunización de ratones para la producción de anticuerpos policlonales anti-miosina 

4 - Monitoreo del títulos de los anticuerpos policlonales anti-miosina por medio de las técnicas 

de INMUNOPUNTO y ELISA. 

5.- Comprobación por método immumhistoquimico si los anticuerpos policlonales anti-

miosina obtenidos reconocen la miosina de tejido humano necrosado. 
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4 	MATERIALES Y MÉTODO 

4.1 	EX'TRACC'IÓN DE MIOSINA CARDIACA CANINA : 

La miosina fue extraída de corazón canino dado a que el objetivo principal frie el 

establecimiento de la metodología para la obtención de anticuerpos policlonales anti-miosina 

cardiaca canina y esta posteriormente pueda usarse en el aislamiento de miosina a partir de 

muestras de tejido cardiaco humano, pues la obtención de este tejido en ocasiones es 

complicada 

La miosina fue extraída de corazón canino siguiendo la metodología de Mukhallad A. y col "° 

se partió de 8.52 gr de tejido canino cardiaco sin epitelio, el cual se cortó en fragmentos 

pequeños y a continuación se liomogenizó en un politrón a 4°C por 15 minutos con 

aproximadamente 100 ml de solución 1 (ver apéndice), 150 mM de fosfato monobasico de 

sodio (Naif 21)04 ), 1 mM de etilenglicol-bis(beta-amino-etil eter)N,N'-tetra-acetato de potasio 

(K2H2 EGTA), 0.125 mM de fluoruro de fenil-metil-sulfbnilo (PMSF). MI de la solución 71, 

este lioniogenizado se centrifugó a 10 000 rpin a 4°C por 20 minutos. 

Con la solución 1 se pretende eliminar las proteínas bidrofilicas presentes en el tejido, 

obteniéndose en el precipitado preferentemente la miosina. 

Posteriormente el sobrenadarte frie descartado y el precipitado resuspendido con una solución 

2 (ver apéndice) 150 mM de fosfato dibásico de sodio (Na 2112 PO4 ), 300 mM de cloruro de 

sodio (NaCI), 10 mM de adenosil-trifosfato de sodio (Na2ATP) ,IniM de K2112FGTA, 0.125 

mM de (PMSF) y 1 mM de 2-mercapto etanol el 01 de la solución 6.7]. Posteriormente se 
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centrifiigó nuevamente a 10 000 rpm a 4°C por 20 minutos, obteniéndose así en el 

sobrenadarte la miosina que denominamos miosina nativa. 

La miosina nativa fue analizada cualitativamente por electroforesis en geles de poliacrilamida 

según el método de Laenunli 12°, la concentración de acrilamida fue de 7.5% puesto que la 

miosina es una proteína de 460 Kd, la muestra fue tratada de forma convencional. Se hicieron 

tinciones con azul de Coomassie inicialmente y posteriormente con tinción de plata, debido a 

que con ésta última técnica se obtiene una mayor sensibilidad. 

Para comprobar que la proteína extraída era miosina se realizó una técnica de innumopunto 121  

con 10 id de extracto proteínico, se bloqueó con albúmina bovina al 0.5% y se utilizaron 

anticuerpos anti-miosina de músculo liso y esquelético desanollados en conejo, marca Sigma. 

4.2 	PURIFICACIÓN 1W LA MIOSINA CARDIACA CANINA : 

De la extracción de miosina nativa obtenida, la purificación se realizó empleando 3 técnicas 

comparativas de purificación las cuales fueron: 

A.- Precipitación con sulfato de all1011iO, 

B.- Electroelución 

C.- Electroforesis por punto isoeléctrico . 

A.- La técnica de precipitación 122  se realizó por adición a la miosina nativa, de sulfato de 

amonio 40°/o a 4°C por 24 horas, concentración a la cual precipita la miosina, posteriormente 

se centrifugó a 14 000 rpm a 4°C durante 10 minutos, el precipitado se resuspendió en una 

solución de cloruro de potasio (KCI) 0.5M, la miosina es altamente soluble en concentraciones 

altas de potasio, después se dializó a 4°C contra una solución que contenía fosfato dibásico de 
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potasio (K2111)04 ) 0 15M, ácido etilendiamino tetra acético (FI)1A) 10 mM y el pl I de la 

solución fue 7, se hicieron vatios cambios para asegurarnos de no tener sulfato de ainonio 

1.a miosina purificada se cuantificó por el método de Bradfor 123  y la pureza se analizó por 

electroforesis en poliacrilamida 	con unción de plata ' 24  

B.- Otra técnica de purificación empleada fué la electroelución, se partió de miosina nativa con 

la que se realizó un gel preparativo de poliacrilamida al 7.5%. posteriormente se identificó la 

banda de miosina para cortar y montar la muestra en el equipo de electroelución, se corrió por 

1 hora 30 minutos, se utilizó una solución de tris(hidroximetil)imino-metano (TKIZMA-

BASE) 10 mM y glicina 150 mM. 

El fundamento de esta técnica es la extracción de las proteínas presentes en un gel de 

poliacrilamida por medio de un campo eléctrico y una solución amortiguadora 

Posteriormente las muestras se dializaron contra KCI 0.25M, y se concentraron por 

ii0iiii7aCiÓ11 También fue cuantificada la proteína por método de Bradford 12!  y analizada por 

electroforesis en poliacrilamida un  y unción de plata 
124 

C.- En la purificación de la miosina empleando el punto isoeléctrico se realizó por medio del 

equipo llamado Rotofor, en el cual mediante anfolinas se forma un gradiente de pl 1 en LIII 

soporte líquido. FI pII isoeléctrico es el 1111 a que una proteína IIILICSMI un mínimo de 

solubilidad y esta definido como aquel valor de pll al que la molécula no posee carga eléctrica 

y es incapaz de desplazarse en un campo eléctrico. Dicho isoelectroentimue Ihe realizado a 

partir de 10 ml de miosina nativa, 10 nd de glicerol, 1.5 ml de anlólitos con un rango de 1111 de 

3 a 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 adicionó NaCI y se dializaron contra agua para posteriormente dializar contra KCl 0.5M y 

contra TRIS 0.005M, se cuantificaron por el método de Bradford in, se realizaron 

electroforesis en geles de poliacrilamida teñidas con nitrato de plata, así como 

inmunotransferencia en papel de nitrocelulosa, como fue mencionado anteriormente. 

1_a miosina comercial que fue utilizada en todos los ensayos como referencia, fue miosina de 

cerdo en solución al 50% conteniendo glicerol 0.6M de KCI, pFI 6.8 2m1; 12.6 mg de 

proteína/ml de acuerdo al método de Biuret. Actividad ATPasa 0.28 Umg pros, 1 unidad 

liberada 1.0 micromoles de Pi de ATP/ntin a PH-9.0 a 25°C en presencia de Ca'2 . 

4.3 PRODUCCIÓN DE ANTICUERPOS POLICLONALES ANTI-MIOSINA : 

Una vez extraída y purificada la miosina del corazón canino se prosiguió a comparar las 3 

técnicas de purificación empleadas, seleccionando aquella que nos proporcionara mayor 

concentración y mejor pureza; esta fue la purificación por isoelectroenfoque para proseguir 

con la obtención de anticuerpos policlonales anti-miosina. Se inmunizaron ratones de la cepa 

BALII/c de 6-8 semanas de edad, utilizándose como se mencionó anteriormente la miosina 

purificada por la técnica de isoelectroenfoque la cual fue emulsilicada con adyuvante 

incompleto de Freund; se administró por via intraperitoneal, el esquema de inmunización fue 

de I dosis (6 pg de proteína 4- 100 pl de adyuvante) cada 15 días por 2 meses. 

Los anticuerpos tueros obtenidos de acuerdo al esquema de inmunización de 4 etapas, 

posteriormente fue sangrado el animal por vía ocular para monitorear la producción de los 

anticuerpos policlonales anti-miosina cardiaca canina. Los anticuerpos obtenidos se ensayaron 

con técnicas inmunoenzimáticas de ELISA (Inmunoensayo enzimático) 12` e 

inmunoelectrotransferencia 2('. 
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Los animales se seguirán manteniendo vivos para poder llevar a cabo los pasos siguientes 

hasta la obtención de los anticuerpos monoclonales anti-miosina los cuales servirán como 

método de diagnóstico para el IAM, ya que albrtunadamente existe una reacción cruzada con 

los anticuerpos mantos policlonales anti-miosina y tejido cardiaco humano 

4.4 PRUEBAS INMUNOIIISTOQUIMICAS 

Los anticuerpos policlonales se ensayaron en cortes histológicos de corazón humano con 

IAM, estos cortes se trataron para eliminar la peroxidasa endógena previamente con 11202. la 

dilución de los anticuerpos fue de 1:50 y se revelaron con 3,3-diaminobenzidina. se  siguieron 

por microscopio y se contrastaron los eones con hematoxilina. 

Con estas pruebas histoquimicas se pretende demostrar que efectivamente la miosina cardiaca 

canina cruza con la miosina cardiaca humana. 

los cortes histológicos de corazón humano con IAM en parafina fileron proporcionadas por 

el Departamento de Patología del Instituto Nacional de Cardiología "Imiten) Chiívez- 
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5 	RESULTADOS 

5.1 	EXTRACCIÓN DE LA MIOSINA CARDIACA CANINA: 

Los resultados obtenidos en la extracción de la miosina cardiaca canina se muestran en la 

11.1, el gel de poliacrilamida está al 7.5% y se realizó tinción de plata, se puede observar, en 

el carril 1, el patrón proteínico de la miosina nativa, en el cual se encuentran todas las 

proteínas extraídas del homogenizado de tejido cardiaco, se hallan más de 20 proteínas, 

principalmente de pesos moleculares altos (superiores a 116 Kd) las cuales son las más 

abundantes. De las proteínas de bajo peso molecular solo una de ellas se encuentra en mayor 

concentración con un peso molecular (PM) aproximado de 60 Kd. En el carril 2 se muestra la 

miosina comercial; presenta aproximadamente 10 bandas de proteínas también son 

principalmente de alto peso molecular. En el carril 3 se indican los estándares de pesos 

moleculares conteniendo: ovoalbúmina de 45 Kd., albúmina bovina de 66 Kd, y 13-

galactosidasa de 116 Kd. 

FIG. I 

Extracción de Miosina Cardiaca Canina. Gel 

de poliacrilamida al 7.5 %, unción con plata. 

Carril I.- Miosina Nativa, Carril 2.- Miosina 

comercial, Carril 1- Estándares de pesos 

moleculares ( Ovoalbúmina 45 Kd, albúmina 

bovina 66 Kd y (-galactosidasa 116 Kd). f -66 

• -45 
1 2 3 
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Posteriormente se realizó una ininunoelectrotransferencia para demostrar que en el primer 

extracto se encontraba la miosina nativa para continuar con la purificación de la misma, así, 

los resultados obtenidos del inmunoblot están en la fig.2, en el carril I se corrió miosina 

comercial y en el carril 2, miosina nativa, se empleó como primer anticuerpo comercial anti-

IgG de conejo contra miosina, como se puede observar en el carril I solo se reconoce una sola 

banda proteínica. En el carril 2 el reconocimiento de la miosina es mucho mayor tanto de alto 

corno de bajo peso molecular, son aproximadamente siete bandas proteinicas y es importante 

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

FIG. 2 

Inmunotransferencia de la Extracción de 

Miosina Cardiaca Canina empleando anticuerpo 

antimiosina comercial. Carril I.- Miosina 

comercial, Carril 2.- Miosina Nativa. 
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5.2 	PURIFICACIÓN DE LA MIOSINA CARDIACA CANINA: 

5.2.1 POR PRECIPITACIÓN CON SULFATO DE AMONIO 

I.os resultados obtenidos de la purificación por precipitación con sulfato de amonio, se 

representan en la fig. 3. En el carril I se muestra el extracto de la miosina nativa; en dicho 

extracto se encuentran todas las proteínas extraídas, como se mencionó anteriormente son 20 

bandas de proteínas extraídas; 7 de las cuales son mayores a 116 Kd, 3 bandas menores a 66 

Kd y aproximadamente 8 proteínas entre 66 y 45 Kd; de todas estas proteínas las más 

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 patrón proteínico del método de purificación 

por precipitación con sulfato de amonio; como puede observarse se enriqueció la muestra de 

miosina de alto peso molecular presentándose solo 3 bandas proteínicas principales, sin 

embargo aún se obtienen aproximadamente 7 proteínas de menor PM, las cuales en 

comparación con todas las bandas del extracto de miosina nativa la concentración y número 

de estas es menor. 

FIG. 3 

Purificación de la Miosina Cardiaca Canina, por Precipitación 

con sulfato de amonio, gel de poliacnlamida al 7.5 %, tinción 

con plata. Carril I.- Miosina nativa, Carril 2.- Patrón 

proteínico de la purificación por precipitación. 
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5.2.2 POR ELECTROELUCIÓN. 

Los resultados obtenidos de la purificación por electroeluciones se encuentran en la fig. 4 Se 

realizaron varias electroeluciones, en el carril 1 está la purificación de la primera 

electroelución en la que se observan 3 bandas proteínicas con PM mayores a 116 Kd. En el 

carril 2 corresponden a la 2a purificación, se encuentran dos bandas de proteína de pesos 

moleculares muy cercanos. En el carril 3 se presenta la miosina obtenida en la tercera 

electroelución, como puede observarse solo hay una banda proteínica de alto PM, y 

finalmente en el carril 4 se muestra el patrón proteico de la miosina comercial; en donde se 

puede apreciar una serie de bandas proteínicas (más de 10 proteínas); tanto mayores a 116 Kd 

como menores a 66 Kd, las que se encuentran en mayor concentración son: una de PM mayor 

116 Kd y otra mayor a 45 Kd. Las muestras así obtenidas se diluyeron, por lo que se tuvieron 

que concentrarse por liofilización, algunas de éstas posteriormente no se lograban 

resuspender firmándose agregados que afectaron el rendimiento. 

FIG. 4 

Purificación de la Miosina Cardiaca Canina 

por Electrolución, gel de poliacrilamida al 

7.5 %, unción con plata. Carril I .• Primera 

electroelución, 	Carril 	2.- 	Segunda 

electroelución, 	Carril 	3 - 	Tercera 

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

En la fig. 5 se presentan los resultados obtenidos de la purificación 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 I no se aprecia alguna 

proteína, en el carril 2 se observa una ligera banda de proteína con PM aproximado a 66 Kd, 

en el tercer carril hay aproximadamente 3 bandas de las cuales son 2 las más prominentes, 

una de alto peso molecular y otra cercana a 45 Kd, en los siguientes carriles ya es clara la 

presencia de las diferentes proteínas, tanto en los carriles 4,5,6,7 y 8 se encuentra un patrón 

proteínico semejante solo varían las concentraciones de las bandas de proteína, se encuentran 

más de 15 proteínas de las cuales 9 son las más abundantes y de éstas 4 son de PM mayor a 

116 Kd estas últimas se encuentran concentradas en los carriles 4,5 y 6 principalmente, en 

los carriles 9 y 10 están las fracciones correspondientes en las que se observan menor número 

de proteínas (5 y 6 bandas).Del carril 3 al 10 se observa una proteína de 45 Kd 

aproximadamente la cual es muy abundante. En el gel 13 se reunen las fracciones del 11 al 20 

y la proteína que se precipitó entre la fracción 12 y 13 está en el carril a, del carril 1 al 3 se 

disminuye el número de bandas, siendo 5 proteínas aproximadamente las que aparecen, en el 

carril 4 y 5 correspondientes a las fracciones 14 y 15 solo se encuentran 5 y 3 bandas 

proteínicas las cuales son de PM entre 45 y 116 Kd, en los carriles 6,7,8 y 9 el patrón 

proteínico es semejante, variando la concentración de las proteínas, en la útima fracción 

(carril 20) se observan 2 proteínas en muy baja concentración, en el carril a se encuentran 

cerca de 15 proteínas, las más abundantes son de bajo peso molecular. Las 20 tracciones se 

probaron por inmunopunto con el anticuerpo anti•miosina comercial, debido a que la señal 

fue intensa en varias fracciones la elección para inmunizar a los ratones también fue 
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determinada considerando el patrón proteínico ya realizado. 

FIG. 5A 

Purificación de la Miosina Cardiaca Canina por punto isoeléctrico, gel de poliacrilamida al 7.5 %, Unción con 

plata. Fracciones de la 1 a la 10. 

FIG. 5B 

Purificación de la Miosina Cardiaca Canina por punto isoeléctrico, gel de poliacrilamida al 7.5 %, tinción con 

plata. Carriles del I al 10 correspondientes a las fracciones I I a la 20 y carril a correspondiente a la fracción 

precipitante. 
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5.3 	PRODUCCIÓN DE ANTICUERPOS POLICLONALES ANTI-MIOSINA : 

De las fracciones de miosina purificada por electroforesis por punto isoeléctrico, se 

seleccionó las fracciones 14 y 15, debido a su pureza y alta concentración para la 

inmunización de los ratones con adyuvante incompleto de Freund, de acuerdo a un esquema 

de inmunización 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 antígeno la miosina purificada por precipitación con sulfato 

de amonio y el tiempo de incubación del primer anticuerpo fue de toda la noche, se obtuvo un 

titulo de 1:6400 y para utilizarlo en inmunotransferencia el título fue de 1:5000. Las proteínas 

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 

Producción de anticuerpos policlonales anti-

Miosina. Inmunopunto con suero policlonal 

de los ratones inmunizados contra las 

fracciones purificadas por isoelectroenfoque. 
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5.4 RECONOCIMIENTO DE LAS FRACCIONES DE MIOSINA CARDIACA 

CANINA POR ANTICUERPOS POLICLONALES. 

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

cardiaca canina, se muestran en la 11.7: 

FIG. 7 

Diferentes técnicas de purificación 

de Miosina Cardiaca Canina, gel de 

poliacrilamida al 7.5 %, tinción con 

plata. Carril 	Extracción de la 

Miosina nativa, Carril 2.- Miosina 

purificada por precipitación con 

sulfato de amonio. Carril 3.-

Miosina comercial, Carril 4.• 

Miosina 	purificada 	por 

electroelución, Carril 5.- Fracción 

15 de la Miosina purificada por 

punto isoeléctrico, Carril 6.-

Estándares de pesos moleculares. 

(Ovoalbúmina 45 Kd, albúmina 

bovina 66 Kd). 

En el carril 1 se muestra la extracción de la miosina nativa, en donde se aprecian todas las 

bandas de proteínas que conforman nuestro extracto de miosina nativa formado 

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

hasta 45 Kd las proteínas más abundantes corresponden a la miosina de alto PM. 

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

precipitación con sulfato de amonio; en donde hay una disminución en el número de bandas 

proteínicas, se enriquecen las proteínas 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 

contaminación ya que se observan varias bandas de proteínas entre 66 y 45 Kd de PM. En el 
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carril 4 se observa la miosina purificada por electroeluciones; en dicho carril se observa sólo 

una proteína de alto PM, mayor a 116 Kd, la cual aunque está muy pura no se cuenta con una 

concentración de muestra suficiente para inmunizar a los ratones. En el carril 5 se muestra la 

miosina de la fracción 15 purificada por electroforesis por punto isoeléctrico con un gradiente 

de p1-1=3- 10, en donde se observan 3 bandas proteínicas de PM menor a 116 Kd. En el último 

carril se aprecia la mezcla de marcadores de PM. 

Con el gel anterior se realizó una inmunotransferencia y los resultados se encuentran en la 

fig. 8, se empleó como ler. anticuerpo el suero policlonal de los ratones inmunizados, en el 

carril 1 miosina nativa, carril 2 miosina purificada por precipitación 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 purificación, con la miosina nativa se 

distinguen numerosas bandas de proteína, con las diferentes purificaciones se disminuye el 

registro de proteínas hasta obtener solo una banda proteínicas con la electroelución (carril 4), 

sin embargo, con las fracciones del isoelectroenfoque son dos bandas de miosina de peso 

molecular menor a 66 Kd. 
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FIG. 8 
Inmunotransferencia de las diferentes 
técnicas de purificación de MiosMa 
Cardiaca, revelado con suero policlonal de 
los ratones inmunizados. Carril 1.-
Extracción de la Miosina nativa, Carril 2.-
Miosina purificada por precipitación con 
sulfato de amonio, Carril 3.- Miosina 
comercial, Carril 4.- Miosina purificada por 
electroeluciones, Carril 5.- Fracción 15 de la 
Miosina purificada por electroforesis por 
punto isoeléctrico, Carril 6.- Estándares de 
pesos 	moleculares 	con 	biotina. 
(Ovoalbúmina 45 Kd, albúmina 66 Kd). 

5.5 	PRUEBAS INMUNOHISTOQUÍMICAS: 

En la fig. 9 se encuentran los cortes histológicos de corazón 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 señal del anticuerpo anti-miosina y segundo anticuerpo 

peroxidado. 
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6 	DISCUSIÓN Y CONCLUSIONES 

Como ya se mencionó las enfermedades cardiacas se han ido incrementando, constituyendo un 

problema de salud pública importante, de acuerdo a las estadísticas proporcionadas por el 

INEGI en 1991 las enfermedades del corazón constituyen la primera causa de muerte en la 

población general. El 1AM es la causa principal de estos fallecimientos, por lo tanto el 

diagnóstico temprano del padecimiento es fundamental. 

La Organización Mundial Cardiaca establece el criterio de diagnóstico para 1AM en el que se 

incluye: síntomas clínicos compatibles con isquemia aguda, anormalidades ECG y un patrón 

enzimático relacionado con daño nuocárdico. En la actualidad se realizan gammagralias 

cardiacas las cuales pemiiten hacer una mejor evaluación, esta metodología 	emplea 

radionucleótidos como el pirofosfato marcado con Tc"-', recientemente se ha empezado a 

introducir los anticuerpos monoclonales anti-miosina marcados con 	Por lo tanto el 

presente trabajo constituye el inicio del proyecto de anticuerpos auti-miosina para establecer el 

método de diagnóstico en el hospital de cardiología. 

Las prácticas médicas modernas requieren de una rápida decisión, los métodos de diagnóstico 

usados para evaluar pacientes con posible isquemia miocárdica deben ser simples y sensibles 

para poder llevarse a cabo de manera rápida y con exacta realización. Teniendo como 

objetivos 1 - Diferenciar los pacientes con o sin IAM, ya que sólo un pequeño porcentaje 10-

20% de pacientes con dolor de pecho y otros síntomas compatibles con isquemia tienen 

('mi los marcadores moleculares se puede diferenciar rápidamente este problema y 

poder tomar una decisión sobre los pacientes que necesitan un tratamiento con trombolíticos y 

cuales no lo requieren, 2.- Distinguir los pacientes que tienen una recanalización coronaria 

45 



después de tratamientos con agentes antitrombolíticos y 3.- Estimar la extensión del tejido 

dañado y predecir la sobrevivencia después del IAM 27. 

Las características ideales de los marcadores para daño miocárdico son: I - Encontrarse en 

alta concentración en el miocardio, 2.- No encontrarse en otro tejido, teniendo uniformidad 

bajo condiciones patológicas, 3.- Liberarse completa y claramente después del daño 

ntiocardico, 4.- Liberarse en proporción directa a la extensión del daño y 5.- Permanecer en el 

plasma por varias horas para proporcionar el tiempo necesario para el diagnóstico, pero no tan 

grande que no pueda identificarse el daño. 

Otros factores determinantes para los marcadores moleculares son la sensibilidad y 

especificidad que requieren características como: poder precisar el tamaño y localización 

celular. presentar una solubilidad adecuada, poseer alta afinidad por el tejido cardíaco y que 

con el mismo produzca una reacción irreversible y detectable ' 27  

Los anticuerpos son moléculas que cumplen con prácticamente todos los requisitos anteriores 

por lo que para obtener anticuerpos específicos contra miosina se realizó wia extracción de 

esta molécula a partir de miocardio de perro por homogenización del tejido, y solubilización 

de las proteínas hidrolilicas por lo que primeramente se trató el tejido miocárdico canino con 

la solución I; posteriormente la miosina se obtuvo con wia solución de cloniro de potasio, ya 

que la miosina es altamente soluble en concentraciones elevadas de potasio evitándose 

prolongadas centrifugaciones teniendo así un buen rendimiento como se observa en la primera 

fig. 1. 

Las técnicas más empleadas para la extracción de la proteína están enfocadas a la obtención de 

miosina de dos formas, en solución y agregada, ya que la asociación con otras proteínas está 
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relacionada a su iiilleiÓ11 en la contracción del músculo y a su actividad de ATPasa. 12832913'j  

En la fig. I se observa nuestro extracto de miosina nativa en donde la proteína de 

alto peso molecular (aproximadamente 116 Kd) se observa enriquecida, aunque en el extracto 

proteínico se arrastran contaminantes posiblemente albúmina, tropomiosina, activa, etc., los 

cuales durante el proceso de purificación se eliminan. 

C•n la fig. 2 se muestra una inmunotransferencia utilizando como primer anticuerpo 

comerciales anti-Igei hecho en conejo para demostrar que efectivamente en nuestro extracto 

proteínico se encontraba la miosina canina extraída. 

Como fue mencionado con anterioridad los anticuerpos anti-miosina ya existen en el mercado 

mundial; sólo que su elevado costo no permite un uso generalizado en aquellos pacientes que 

tienen afecciones cardiacas. de ahi la importancia de la extracción, purificación y producción 

de los anticuerpos policlonales anti-miosina titulo que encabeza este trabajo; no solo a nivel 

hospitalario, sino en México. 

Después de la obtención del extracto anterior que denominaremos miosina nativa se probaron 

tres técnicas comparativas de purificación para eliminar los contaminantes presentes en el 

mismo, la precipitación con sulfato de amonio enriquece la preparación, aún se aprecian 

contaminates pero el rendimiento es muy elevado, aproximadamente del 80% de recuperación. 

1.a experiencia así obtenida muestra que esta técnica puede ser utilizada previamente a otra 

técnica de purificación , pues elimina un mayor número de contaminantes en comparación 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 purificación por electroelución 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  más pura, el inconveniente que tiene esta técnica de pinificación 

es que la 'nuestra se diluye mucho, por lo que al concentrarla por medio de la liofilización se 

producen agregados diticiles de romperse y por consiguiente nos dan un rendimiento más 

bajo. Y finalmente la purificación por isoelectroenfoque cuyos resultados se observan en la fig. 

5A y 5B; en la que las proteínas se separan de acuerdo a su punto isoeléctrico, dentro de un 

rango de 01 determinado, se alcanzó por medio de esta técnica una mayor cantidad de la 

muestra, un mayor rendimiento y por lo tanto una mayor concentración de proteina, con este 

procedimiento se obtienen 2 fracciones (14 y 15) con sólo tres bandas de proteínas tig.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 	F.1 suero policlonal de los ratones inmunizados 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 imminotransferencias utilizándose éstos 

como primer anticuerpo; donde se comparan las 3 técnicas de purificación, 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 en las inmunohistoquitnicas 

con el suero policlonal se demuestra que los anticuerpos reconocen la miosina que se 

encuentra en las células lesionadas en la perifeiia de la zona del IAM en tejido humano, esto es 

debido a que como puede distinguir en la lig 9 en la zona no infartada no sé observa alguna 

señal con los anticuerpos y es claro en la fig. 913 como en las células dañadas si. permiten el 

paso de los mismos, observándose precipitación del cromógeno. 
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I.a producción de estos anticuerpos policlonales anti-miosina proporciona el inicio del 

proyecto con la finalidad de la producción de anticuerpos monoclonales anti-miosina con 

fines de uso diagnóstico ya que los ensayos en general deben ser altamente sensibles y poco 

variables y estos anticuerpos pueden proporcionar el método de diagnóstico para varías 

cardiopatías. 

1.a especificidad del daño irreversible ha tenido dificultad para definir los límites en la 

detectabilidad de proteínas marcadoras en el plasma. la cual está relacionada con los niveles 

normales de plasma presentes y la sensibilidad del ensayo. La pequeña relación que alcanzan 

las proteínas que no se pueden detectar después de la irreversibilidad de la isquemia están en 

base a la sensibilidad del ensayo y al incremento de los niveles de plasma que no exceda el 

rango fisiológico del marcador'''. 

Las imágenes nucleares pueden ser utilizadas para la localización del tamaño, estas técnicas se 

basan en la utilización de radionucléotidos marcados; usualmente el pirofosfato marcado con 

Tc 	pirofosfato marcado con tecnecio es un agente sensible y específico para la 

detección de IAM, pero tienen la desventaja de tener poca persistencia en la actividad del flujo 

sanguíneo y el bajo grado de marcaje en el corazón; además que las imágenes presentan 

confusión debido a que el pirofosfato se une al calcio de las costillas y al esternón causando 

., 
interferencia y dificulta la visibilidad de las imágenes del miocardio 99 100 otra de las 

desventajas que presenta este compuesto es que se debe esperar por lo menos de 24 a 48 brs. 

después de administrado el radionucléotido para una mejor observación de las imágenes 

nucleares. La dificultad de ésto radica en el hecho de que la vida inedia del Tecnecio es de o 
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horas '°' por lo que continuamente se debe seguir administrando el radionueleotido para poder 

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

Posteriormente se empezó 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 localización de IAM. Son administrados por vía intravenosa de 12-36 los. 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 inedia del In 	es de 2.81 días; por lo que sólo basta una dosis 

para poder desarrollar una evaluación completa del paciente. Estos anticuerpos en estudio no 

han presentado ninguna reacción alérgica y las imágenes se evalúan por la presencia o ausencia 

de anticuerpos en la región miocardial 1 '1 . Del mismo modo estos anticuerpos han mostrado 

que la presión arterial y el ECG no desarrollan cambios después del tratamiento. 

El tiempo de visualización óptimo es de 12-20 los. después de la administración o de 16-24 

hrs. después del infarto. La visualización recomendada es de 18 hrs. después de la 

administración de los anticuerpos. La utilización de los anticuerpos permite una alta 

especificidad para la identificación de tejido dañado únicamente con antígenos. En pacientes 

con IAM la miosina expuesta es la que promueve la unión de los anticuerpos y estos pueden 

marcarse con material radioactivo. sin dejar que estos pierdan su actividad y especificidad 12. 

Los anticuerpos monoclonales anti-miosina no sólo han sido utilizados para el diagnóstico de 

IAM, sino de otras enfermedades asociadas con miocarditis H`, cuyo diagnóstico requiere de 

biopsias ventriculares; sin embargo a pesar de la especificidad de las mismas, estas carecen de 

sensibilidad. debido a la naturaleza fbcal de la enfermedad y la falta de muestras suficientes de 

los sitios miocardiales 
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Este método de diagnóstico de IAM es no invasivoW, donde no sido es eficiente para el 

diagnóstico de IAM "1, sino también como diagnóstico diferencial en otros padecimientos 

cardiovasculares como miocarditis, ya que ayuda a establecer junto con las biopsias wr 

diagnóstico histológico 

En un estudio clínico más amplio, se compararon los resultados obtenidos de las imágenes 

anti-miosina y los de las biopsias miocárdicas. Se reportó que con los anticuerpos se registró 

el 61% de los casos positivos a miocarditis, mientras que sólo se reportó el 32% positivo con 

las biopsias miocárdicas, con este estudio podemos decir que las imágenes nucleares con ami-

miosina no sólo se puede establecer un método de diagnóstico diferencial, sino también como 

método de corroboración de diagnóstico ' u. 

Estudios clínicos y experimentales han demostrado que los anticuerpos monoclonales anti-

!Mesilla son específicos sólo para miocitos necrosados, en donde se corroboran los resultados 

que fueron positivos en los análisis con la anti-miosina con los de las biopsias. Un dato 

positivo con anti-miosina indica la necesidad de utilizar biopsias endomiocárdicas para 

establecer un diagnóstico histológico. Continuando el estudio de un gran número de 

pacientes, puede ser posible el evitar el diagnóstico por biopsias en pacientes quienes 

presentaron un resultado negativo "5 . 

El estudio de la gammagrafia con los anticuerpos anti-miosina ha sido de gran utilidad por ser 

una detección no invasiva de miocitos necrosados asociados al IAM con la sensibilidad y 

especificidad de 90% 1'14". 
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De los resultados obtenidos podemos concluir que: el método de extracción de miosina 

cardiaca fue rápido y la miosina nativa en esta ¡nuestra está altamente enriquecida. 

La purificación de la miosina por precipitación con sulfato de amonio elimina algunos 

contaminantes. 

La técnica de electroelución permite obtener la proteína de mayor peso molecular pero la 

concentración fue ►ninima. 

La purificación por isoelectroenfoque nos proporcinó 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 degradación, por lo que, estos anticuerpos pueden delimitar la zona de 

infarto en el tejido.  

Con los anticuerpos policlonales anti-miosina así obtenidos se seguirá el trabajo en estudio 

para la obtención de los anticuerpos monoclonales anti-miosina, ya que estos pueden ser 

empleados como método de diagnóstico diferencial para la evaluación de otros padecimientos 

cardiacos. 
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APÉNIncE 
LISTA DE SOLUCIONES ESPECIALES 

Amersiguader paria [kct►okretis 
Glicina 	 2 M 
Tris(hidiosi-ineill) intuid-metano ( fRISTIASE) 	 250 mM 
Dudad sulfato de sodio (SDS) 	 35 mM 
Agua aforar a 	 2000 oil 

Amortiguador de Transferencia 
Solución 10 X 

anuro-metano (TRIS-BASE) 	 48 45 gr 
Ghana 	 230 7 gr 
Agua aforo a 	 2000 1111 
SIBIUCIIIII 1 X 
X0112:1011 10 X 	 400 ml 
Alcohol Metilicol (CHIOH) 	 800 mi 
Agua aforo a 	 40000 oil 

Coctel para muestras de Clectrobresis 
Tt 	 amaso-metano ajustar pH con HC1(TRIS-HCL) O M 01=6 8 	 O 5  in! 
Rodad sulfato de sodio (SDS) 	 0 I gr 
Glicerol 	 1 0 ml 
Arul de Momo fenol 	 1 ml 
Agua 	 10 inl 

Soluciones para la Excreción de Mesilla 
Solución 1 pH=7 
1'021210 inonobásico de sodio (Nall2P0r ) 	 50 mM 
Eillenglicol-bislbeta.acuno-etil Mi) N,N' -ieira•acetato de potasio (K2112EGTA) 	 1 mM 
HM/luso de faul•naet8-sulfaulo IPMSFI 	 0.125 mM 

Solución 2 pil= 6 7 
Fosfato dibásico de sodio (Na 2 hP0.) 	 150 mM 
Chumo de sodio (Ni('l) 	 300 mM 
Adenosil-Trifosfaio de Sodio (Na1ATP) 	 10 mM 
Etilenglicobbis (Beta-Ainino-Etil-Eter) N,N' letra-acetato de potasio (KrilrEGTA) 	 1 itiM 
Fluoruro de Festil-Metil-Sulfortilo (PMSF) 	 O 125 inM 
2-inescaptor4anol 	 I mM 

Geles de Pallacrilamida al 7.5% 
Gel Separador 
AcnlanuJa 	 2.81 oil 

) animo-metano ajustar pH con IICI (TRIS-HCL) 1 5 M p11-8 8 	 2 8 ml 
Agua 	 5 51 ml 
Rodad sulfato Je sodio (SDS) 10% 	 0 23 ml 
N,N,N',N'-Tetra•nsetó-etil-atediantasa (TEMED) 	 10 pl 
Peisulfato de 21110010 ( I I2I.402S2 I 	 100 pl 
Gel Com:entrador 
Ase 'lamida 	 0.25 ml 
1.1 1SI 	 animo-metano ajustar pH con liCI(TRIS-11CL) I.5 M pH=8 8 	 0.67 mi 
Agua 	 1 14 ml 
Dodesil sulfato de sodio (SDS) 10% 	 0.018 ml 

il-Petra 	(TEMED) 	 1.8 pl 
Peisultato de amustio (114N201Sh 	 12 2 pl 

Soluciones para Purificación per Electroelución 
Solución de Ti is(ludrosi-inetil) animo-metano (TRIS-DASE) y glicina 

	
10 inM 
150 mM 

Chumo de potasio KC1) 
	

0.25 M 



Soluciones para Purificación par Iseelectreeisfeque 
Glicerol 	 10 ml 
Anfolitos con pli= 3 a 10 	 I 11.4 
Cloruro de potasio (KCI) 	 0.5 M 

amino-metano (IRIS-BASFI 	 10 mM 

Sehicieees para Purificada. per Precipitaciós 
Sulfato de 10101110 1(Ffiti)iS0i) 41 lit Para 10°1111 	 40 % 
Cloruro de potasio (KCI) 	 O 5 M 
Solución amortiguadora de Fosfato diliasKo de potasio (1:;11P0.) y Acido Ftiluidianruno letra-acético 0 15 M 
(EDTAI pH-7 	 10 mM  

Reactive de tradferd 
Azul de Coomassie 
	

100 mg 
Alcohol etilico (C111,011) al 95 % 

	
50 inl 

Ácido Fosfórico (HIPO,) al 8 5% 
	

100 ml 
Agua aforo a 
	

2000 inl 

Reactive de 0-fewil diatriba 
Acido critico (C.F4,0, ) 
	

OIM 
Fosfato &básico de sodio (NatiftPai) 

	
0 2 M 

0-faul-diamina 
	

5 ing 
Peróxido de hidrógeno ( t1102 ) 

	
30% 

Agua aforo a 
	

12' ml 

Tinción de Caeusassie 50% 
Coomassie R 
	

300 mg 
Alcohol isopropilico dirO) 

	
250 ml 

Acido aceden glacial (C2Hi0/) 
	

37 5 ini 
Agua aforo a 
	 500 ml 

nadáis de Plata 
Hidróxido de sodio (NaOH) al 0.36% 
Hidróxido de amonio (N1b0H) al 20.5 % 
Nitrato de plata tAgN0ii al 10% en Fir0 
Agua atoro a 

Soluconea para Lisa 
Solución de carbonatos 
PBS-p11-7.4- IX 
Amortiguador de Fosfato de sodio (Na 2P0.0 y cloruro de sodio (NaCl) 
PI3S-pH-7 4- IX y Monolauril polisietilen-sorbitan (Tweeti 20) 
Albúmina en PHS-pII-7.4 IX 

27 sil 
1 5 oil 
5 ml 
100 inl 

O I M 

0.015 M, 0 15 M 
99.9 oil, 0.1 ml 
0.5 gr 
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