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Current characteristics of methods for determining cardiac troponins and their diagnostic value: a mini-review
Caracteristica atual dos métodos para a determinacao de troponinas cardiacas e seu valor diagndstico:

minirrevisao

Aleksey Chaulint2

El trabajo presenta datos sobre los métodos para determinar y diagnosticar el valor de las troponinas cardiacas. El trabajo detalla el desarrollo histérico de los métodos de determinacion de troponinas
cardiacas, sus caracteristicas analiticas y la comparacion frente a los inmunoensayos de alta sensibilidad actuales. Ademas, se consideran los factores que influyen en la concentracién de troponinas
cardiacas y las posibilidades de determinacién de troponinas cardiacas en fluidos biolégicos no invasivos (orina y liquido oral). Este conocimiento tiene un papel importante para la medicina practica y la

direccion de investigaciones adicionales.

Conceptos clave:
¢Qué se sabe sobre el tema?

Hasta la fecha, las troponinas cardiacas (cTnl y cTnT)
contindan siendo los biomarcadores mas populares para el
diagnostico del infarto agudo de miocardio (IAM); sin
embargo, tienen una serie de desventajas: plazo
relativamente largo para establecer el hecho de la muerte
de cardiomiocitos, especificidad insuficiente para la
necrosis isquémica de cardiomiocitos. Por lo tanto, cTnl y
cTnT pueden considerarse biomarcadores especificos de
dafio celular miocardico, pero no se los puede considerar
biomarcadores especificos de IAM basandose Unicamente
en los resultados de los estudios de laboratorio para realizar
este diagnéstico.

¢Qué aporta este trabajo?

En este articulo se discuten las caracteristicas analiticas
clave de los métodos de deteccion de hs-cTnly hs-cTnT en
comparacién con métodos moderadamente sensibles, e
informa sobre nuevos datos biolégicos y algunas nuevas
posibilidades de diagndstico para el uso de hs-cTnl y hs-
cTnT en la practica clinica moderna.
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Resumen:

La expansiéon y el descubrimiento de nuevas posibilidades de diagnéstico para el uso de muchos
biomarcadores de enfermedades cardiovasculares (ECV), incluidas las isoformas de troponina
cardioespecificas (cTnl, cTnT), se debe a la mejora de los métodos de laboratorio para su determinacién. A
lo largo de una prolongada historia de la creacion y mejora de métodos inmunoquimicos para la
determinacién de cTnl y cTnT, se observaron cambios significativos en el concepto de biologia y su valor
diagnostico como biomarcadores de ECV. Los métodos obsoletos de deteccion de cTnl, cTnT, llamados
de sensibilidad baja y moderada, se distinguieron por una sensibilidad relativamente baja, lo que llevd a la
confirmacion tardia del diagnéstico de infarto agudo de miocardio (IAM) y, por lo tanto, dichos métodos
fueron reemplazados gradualmente por nuevos métodos de alta y moderada sensibilidad, como definiciones
de métodos ultrasensibles (hs-cTnl, hs-cTnT). Con la introduccion de hs-cTnl y hs-cTnT en la practica
clinica, la posibilidad de diagnéstico precoz y exclusién del IAM mediante la evaluacion de la cinética de la
concentracion de hs-cTnly hs-cTnT en las primeras horas (0-1 hora, 0-2 horas, 0-3 horas) desde el momento
en que el paciente ingresa a urgencias. Ademas, algunas de nuestras ideas sobre la biologia de las
troponinas cardiacas han cambiado, y han surgido nuevas oportunidades prometedoras para su uso en
medicina. En este articulo se discuten las caracteristicas analiticas clave de los métodos de deteccién de
hs-cTnl y hs-cTnT en comparacién con métodos moderadamente sensibles, e informa sobre nuevos datos
biologicos y algunas nuevas posibilidades de diagnéstico para el uso de hs-cTnl y hs- cTnT en la practica
clinica moderna.

Palabras claves: hs-cTnl, hs-cTnT; métodos inmunoquimicos de determinacién; diagnéstico; infarto agudo
de miocardio; diagnéstico no invasivo

Abstract:

The expansion and discovery of new diagnostic possibilities for the use of many biomarkers of cardiovascular
diseases (CVDs), including cardiospecific troponin isoforms (cTnl, cTnT), is due to improved laboratory
methods for their determination. Throughout a long history of the creation and improvement of
immunochemical methods for the determination of cTnl and cTnT, significant changes were observed in the
concept of biology and its diagnostic value as CVD biomarkers. The obsolete methods of detection of cTnl,
cTnT, named low sensitivity and moderate, were distinguished by a relatively low sensitivity, which led to the
confirmation late in the diagnosis of acute myocardial infarction (AMI) and, therefore, such methods were
gradually replaced by new methods of high and moderate sensitivity, such as definitions of methods, ultra-
sensitive (hs-cTnl, hs-cTnT). With the introduction of hs-cTnl and hs-cTnT in clinical practice, the possibility
of early diagnosis and exclusion of AMI through the evaluation of the kinetics of the concentration of hs-cTnl
and hs-cTnT in the first hours (0-1 hour, 0-2 hours, 0-3 hours) from the moment the patient enters the
emergency room. In addition, some of our ideas about the biology of cardiac troponins have changed, and
promising new opportunities for their use in medicine have emerged. This manuscript analyzes the key
analytical characteristics of hs-cTnl and hs-cTnT detection methods compared to moderately sensitive
methods, and reports on new biological data and some new diagnostic possibilities for the use of hs-cTnl
and hs-cTnT in modern clinical practice.

Keywords: hs-cTnl, hs-cTnT; immunochemical methods of determination; diagnostics; acute myocardial
infarction; non-invasive diagnostics

Resumo

A expanséo e descoberta de novas possibilidades de diagndstico para o uso de muitos biomarcadores de
doencas cardiovasculares( DCV), incluindo isoformas cardioespecificas de troponina (cTnl, cTnT), é devido a
melhoria dos métodos laboratoriais para sua determinagé@o. Ao longo de uma longa historia da criagéo e
melhoria de métodos imunoquimicos para a determinagdo de cTnl e cTnT, mudangas significativas foram
observadas no conceito de biologia e seu valor diagnéstico como biomarcadores de DCV. Os métodos
obsoletos de detecgdo de cTnl, cTnT, chamados de baixa e moderada sensibilidade, foram distinguidos por
uma sensibilidade relativamente baixa, o que levou a confirmagéo tardia do diagnéstico de infarto agudodo
miocardio (IAM) e, portanto, esses métodos foram gradualmente substituidos por novos métodos de alta e
moderada sensibilidade, como definigdes de métodos ultra-sensiveis (hs-cTnl, hs-cTnT). Com a introdugao
de hs-cTnl e hs-cTnT na prética clinica, a possibilidade de diagndstico precoce e exclusdo do IAM mediante
a avaliagao da cinética da concentragdo de hs-cTnl e hs-cTnT nas primeiras horas (0-1 hora, 0-2 horas, 0-3
horas) desde o momento em que o paciente entra em urgéncias. Além disso, algumas de nossas idéias
sobre a biologia das troponinas cardiacas mudaram e surgiram novas oportunidades promissoras para uso
em medicina. Este artigo discute as principais caracteristicas analiticas dos métodosde detecgéo de hs-cTnl
e hs-cTnT em comparagdo com métodos moderadamente sensiveis, e relata novos dados bioldgicos e
algumas novas possibilidades de diagnéstico para o uso de hs-cTnl e hs-cTnT na prética clinica moderna.

Palavras-chave: hs-cTnl, hs-cTnT; métodos imunoquimicos de determinacgéo; diagndstico, infarto agudo
do miocéardio; diagndstico nédo invasivo
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INTRODUCCION

El complejo de troponina del musculo estriado cardiaco humano consta
de tres proteinas (cTnl, ¢cTnT y cTnC), que normalmente regulan los
procesos de contraccidon dptima y relajacion del miocardio 3. La
estructura (composicién de aminoéacidos) de las proteinas troponinicas
del miocardio determina el funcionamiento de todo el miocardio. Se ha
encontrado un gran numero de mutaciones menores (por el tipo de
sustitucion o delecion de uno o varios nucleétidos) que, sin embargo,
provocan alteraciones importantes en el funcionamiento del miocardio
y son responsables del desarrollo de miocardiopatias 5. La
composicién de aminoacidos de dos de las tres proteinas troponinicas
de miocardio (cTnl, cTnT) difiere de la estructura de la troponina del
musculo estriado esquelético, mientras que la composicion de
aminoacidos de la subunidad de unién al calcio (troponina C) es similar
a la del musculo esquelético. Las troponinas cardioespecificas (cTnl,
cTnT) se localizan principalmente en el miocardio, pero al mismo tiempo,
hay evidencia de expresion de troponina en el tejido muscular estriado,
asi como en la pared de la vena cava y las venas pulmonares 612, Por
este motivo, todavia no pueden considerarse biomarcadores
cardioespecificos absolutos.

El contenido total de cTnly cTnT en el miocardio humano es de 4.0-6.0
mg y de 10.0-11.0 mg por 1 g de peso de tejido humedo,
respectivamente. La mayor parte de las troponinas (aproximadamente
el 95%) esta contenida en el complejo troponina-tropomiosina (aparato
contractil) y regula la funcién contractil, mientras que aproximadamente
un 5% de las proteinas troponinicas se encuentran libremente en el
citosol de los cardiomiocitos y no participan en la funcién contractil del
miocardio ['3 14,

Hasta la fecha, las troponinas cardiacas (cTnly cTnT) continuan siendo
los biomarcadores mas populares para el diagnostico del infarto agudo
de miocardio (IAM); sin embargo, tienen una serie de desventajas: plazo
relativamente largo para establecer el hecho de la muerte de
cardiomiocitos, especificidad insuficiente para la necrosis isquémica de
cardiomiocitos. Por lo tanto, cTnl y cTnT pueden considerarse
biomarcadores especificos de dafio celular miocardico, pero no se los
puede considerar biomarcadores especificos de IAM basandose
unicamente en los resultados de los estudios de laboratorio para realizar
este diagnostico. El aumento del nivel de troponinas en las primeras
etapas de los procesos patologicos (IAM, miocarditis, etc.) tampoco
permite diferenciar el dafio irreversible del reversible, ya que la
concentracion de troponinas en las primeras fases es baja y puede estar
asociada a su fraccion citosolica. Los cardiomiocitos pueden dafarse a
causa de muchas afecciones fisiologicas (actividad fisica, estrés
psicoemocional) y patologicas (miocarditis, sepsis, insuficiencia renal,
tratamiento quimioterapico del cancer, etc.) que no estan asociadas al
IAM, lo que, por un lado, aporta oportunidades de diagnostico
adicionales, pero, por otro lado, puede complicar el diagnéstico
diferencial de IAM de estas condiciones ['>'8l. Los mecanismos de dafio
de los cardiomiocitos y el consiguiente aumento del nivel de troponinas
en estas condiciones no se han detectado inequivocamente; la dinamica
(cinética) de concentracion, por regla general, es inespecifica y puede
ser similar a la cinética en el IAM. Es muy probable que los mecanismos
de dafo sean multiples y complejos. Por ejemplo, en la sepsis, se
observaron tanto un efecto dafiino directo de las citocinas inflamatorias
como un aumento en la demanda de oxigeno del miocardio, lo cual es
algo similar a los mecanismos de desarrollo del infarto de miocardio de
tipo 2. En la insuficiencia renal, el mecanismo responsable del
crecimiento de las troponinas en suero, segun algunos datos, es la
disminucion de la tasa de filtracién glomerular '8 91 y segln otros, el
efecto dafiino directo de los productos metabdlicos toxicos acumulados
y la activacion de la expresion de troponinas cardiacas en los musculos
esqueléticos 1920, En condiciones fisiologicas especificas, por ejemplo,
actividad fisica prolongada, estrés psicoemocional o episodios
transitorios de isquemia, el dafio de los cardiomiocitos suele ser
reversible, y el nivel de troponinas en el suero aumenta debido a la
liberacién de aquellas

troponinas que se encuentran libremente ubicadas en el cardiomiocito.
Al mismo tiempo, bajo cargas muy pesadas y prolongadas, por ejemplo,
al correr un maratén, el nivel de troponinas aumenta diez veces, lo que
puede indicar dafo irreversible (destruccion y liberacion de troponinas
del aparato contractil) y muerte de cardiomiocitos.

El desarrollo e implementacion de métodos altamente sensibles para la
determinacion de troponinas (hs-cTnl y hs-cTnT) han ampliado
significativamente las capacidades de diagnéstico y las perspectivas
para el uso de estos biomarcadores 223, Como regla general, se
considera signo de pronostico desfavorable un aumento de la
concentracion de hs-cTnl y hs-cTnT > percentil 99 de la concentracién
de troponina, el cual se detecta en el 99% de los individuos
verdaderamente sanos y sélo en un 1% de las personas examinadas
verdaderamente sanas se admite un resultado aumentado.

Utilizando métodos altamente sensibles, se descubri6 que la
concentracion de troponinas depende de las caracteristicas bioldgicas:
sexo, edad y ritmos circadianos 22, Por tanto, el nivel de troponinas
cardioespecificas en los hombres es mas alto que en las mujeres, lo cual
se recomienda utilizarlo para establecer los valores del percentil 99,
utilizado en los algoritmos de diagndstico modernos para el diagndstico
de IAM [26.271_E| nivel mas alto de troponinas cardiacas se explica por el
hecho de que la masa de su ventriculo izquierdo es mayor que la de las
mujeres ?71. Las caracteristicas del nivel de troponina relacionadas con
la edad son que en los pacientes de edad avanzada su concentracion
es mas alta que en los jovenes. Se supone que esto puede deberse a la
presencia de comorbilidad, que puede afectar negativamente a los
cardiomiocitos '-22, Ademas, el nivel de troponinaT es ligeramente mas
alto por la mafiana que por la noche tanto en pacientes sanos 22 2lcomo
en pacientes con insuficiencia renal [29]. Mecanismos exactos de
formacion de las caracteristicas circadianas dela concentracion de
troponinas cardiacas no se han detectado, pero se puede suponer que
esto se debe a las caracteristicas circadianas de otros sistemas
humanos, que en un grado u otro afectan el sistema cardiovascular, en
particular, con la activacién de los sistemas simpatoadrenal y renina-
angiotensina-aldosterona, aumento de la frecuencia cardiaca y la
presion arterial, asi como con la activacion del sistema de hemostasia.
Estas caracteristicas se han desarrollado evolutivamente y son
necesarias para una persona sana durante la vigilia, sin embargo,
pueden tener un efecto adverso adicional en presencia de factores de
riesgo adicionales (por ejemplo, aterosclerosis) y enfermedades
cardiovasculares crénicas (angina de pecho, ataques isquémicos
transitorios) %, Las caracteristicas etareas y circadianas del nivel de
troponinas cardiacas no han sido estudiadas suficientemente, datos
disponibles sobre este tema son contradictorios,por lo cual ain no han
encontrado su uso en la practica habitual. Por ejemplo, el estudio de van
der Linden #9informé un efecto pronunciadode los ritmos circadianos de
hs-cTnT en el diagndstico temprano del infarto de miocardio, mientras
que, segun otro estudio de Klinkenberg ¥, los ritmos circadianos de hs-
cTnT no tienen un efecto significativo sobre los algoritmos de
diagnéstico precoz del IAM. Al analizar el disefio de estos dos estudios,
contradictorios en cuanto a la importancia clinica de los ritmos
circadianos de hs-cTnT, se pueden observar algunas diferencias en las
caracteristicas clinicas de los pacientes. En particular, el grado de
fluctuaciones diurnas en los niveles de hs-cTnT en el estudio de van der
Linden parece haber sido influenciado por una enfermedad
concomitante, la insuficiencia renal crénica.

El principal fluido biolégico para determinar los niveles de troponina es
la sangre. Sin embargo, con el advenimiento de métodos altamente

sensibles, se hizo posible determinar troponinas en otros fluidos
biologicos que se pueden obtener de forma no invasiva, lo cual es otra
ventaja importante y prometedora. La obtencién de este biomaterial de
los pacientes es atraumatica e indolora, reduce el riesgo de desarrollo
de infecciones de transmision sanguinea (VIH, hepatitis viral, etc.);
tampoco requiere personal médico capacitado, y el el propio paciente
puede tomar su biomaterial en su domicilio. Por ejemplo, las
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concentraciones de troponinas en la orina son bastante pequefias y no
son detectadas por sistemas de prueba moderadamente sensibles,
mientras que, al utilizar el método de investigacion altamente sensible,
hs-TnT se detecté en la orina de la mafiana de todos los individuos
investigados, y en la orina de los pacientes con hipertension los niveles
de hs-TnT fueron significativamente mas altos que en pacientes con
presion arterial normal B, El liquido oral es otro biomaterial no invasivo
prometedor para el diagnostico de muchas enfermedades endocrinas,
oncoldgicas y cardiovasculares, incluido el IAM B2-31 Asi en nuestro
estudio piloto unicéntrico, se demostré recientemente que la
concentracion de hs-cTnl en el liquido oral en pacientes con IAM es
significativamente mayor que en el grupo de control de pacientes, y los
niveles de hs-cTnl en el suero sanguineo y el liquido oral tienen una
correlacion moderada 4. Se planean mas estudios sobre muestras de
pacientes mas grandes para establecer valores de referencia y
estandarizar la etapa preanalitica para aumentar el valor clinico y
diagnéstico de hs-cTnl en el liquido oral.

Métodos de determinacion de troponinas cardiacas: una breve
historia del desarrollo de inmunoensayos de troponina

La determinacion de troponinas en la sangre se lleva a cabo utilizando
varios métodos inmunoquimicos diferentes (radioinmunoensayo,
inmunoensayo enzimatico, andlisis de inmunofluorescencia e
inmunoquimioluminiscencia), cuyo principio fundamental incluye varias
etapas sucesivas: la inmunolégica, la quimica, la de deteccion. En la
primera etapa (inmunolodgica) se produce interaccion especifica de los
anticuerpos de diagnéstico de un kit comercial con un antigeno, que en
este caso es la troponina. En la segunda y tercera etapas, o se produce
una reaccién inmunolégica adicional de anticuerpos y la formacién de
un complejo tipo sandwich, o una reaccion quimica (enzimatica) y el
registro de la sefal recibida. Los métodos de deteccién de sehales
también difieren segun el marcador de anticuerpos utilizado: en el caso
de un inmunoensayo enzimatico, se evalta la intensidad del color
utilizando un fotémetro / espectrofotometro; en el caso del
radioinmunoensayo, en que se usan como marca radiois6topos
(radionuclidos), se evalia con un radidmetro (radio espectrometro), y
en el caso de usar fluoréforos, la sefal se registra en un fluorémetro. El
nivel (fuerza) de la sefal desarrollada es directamente proporcional a la
concentracion de troponinas en la muestra biolégica. El resultado se
expresa con mayor frecuencia en valores cuantitativos (ng / ml, ng / L,
ug / L), o se lleva a cabo es una evaluacion visual del nimero de tiras
formadas, lo cual es tipico de los métodos cualitativos (tiras de prueba
de diagnéstico) utilizado al lado de la cama del paciente.

El desarrollo de métodos de analisis inmunolégico para la
determinacién de troponinas cardiacas comenz6 hace casi 35 afios
caracterizandose por una mejora gradual de los parametros analiticos
y, como resultado, de las capacidades de diagnostico. El primer método
para la determinaciéon de la troponina | cardiaca, que se bas6 en
radioinmunoensayo, se desarrollé en 1987. Tenia el umbral de deteccion
de 10 pg / L (10,000 ng / L) y el tiempo de ejecucion fue bastante largo
(1-2 dias). Debido a la baja sensibilidad y duracién del estudio, el tiempo
para detectar concentraciones de troponina en la sangre relevantes para
el diagnéstico, fue tardio, y este método solo podia revelar infarto de
miocardio extenso, por lo cual la troponina | fue significativamente
inferior a la enzima creatina quinasa-MB (CK-MB) utilizada activamente
en aquel entonces, considerandose el "estandar de oro" para el
diagnostico de IAM 6. 371 Unos afios mas tarde, Katus ysus colegas
presentaron el primer ensayo de inmunoabsorcion ligado aenzimas
(ELISA) completamente automatizado para la determinacion de
troponina T con limite de deteccién de 100 ng/ L y tiempo de andlisis de
90 minutos. Las concentraciones maximas de troponina T se
correlacionaron con las concentraciones maximas de CK-MB. Este
inmunoensayo, también llamado método de "ensayo de primera
generacion", fue superior a los biomarcadores estandar utilizados en
aquel momento para diagnosticar el IAM B8, Sin embargo, este método
tenia un inconveniente importante, que consistia en la reaccién cruzada

de anticuerpos de diagndstico con isoformas de troponina
caracteristicas para los musculos esqueléticos, un alto porcentaje de
resultados positivos en enfermedades de los musculos esqueléticos
(miopatias), y un esfuerzo fisico intenso (durante la carrera de maratén);
también se seguia considerando que otra desventaja era la baja
sensibilidad. Los métodos de segunda generacion se caracterizaron por
una mayor especificidad y sensibilidad, lo que se reflej6 en una
disminucion de la reactividad cruzada con las troponinas esqueléticas y
la posibilidad de un diagndstico mas temprano de IAM (en promedio, 6-
12 horas después de su desarrollo). La medicién de los niveles de
troponina en pacientes con IAM super6 el uso de todos los demas
biomarcadores disponibles (CK-MB, lactato deshidrogenasa, aspartato
aminotransferasa), y en 2000 un documento conjunto de las Sociedades
Europea y Americana de Cardiologia recomendé el uso de troponina T
para el diagndstico de IAM B9, La posterior mejora de los métodos de
determinacién y el desarrollo de analisis de "tercera" y "cuarta
generacion" eliminaron por completo la reactividad cruzada, mejoraron
las caracteristicas analiticas, incluido el limite de deteccion
(concentracién minima detectable), el tiempo de andlisis se redujo
aproximadamente a la mitad, y la ventaja en el diagnostico del 1AM
finalmente pas6 de SK-MB a las troponinas 1 401, La desventaja de tales
métodos moderadamente sensibles todavia se consideraba una baja
sensibilidad y un tiempo promedio prolongado requerido para el
diagnéstico de laboratorio preciso del IAM (deteccion de niveles de
troponinas cardiacas en la sangre de relevancia diagndstica), fue de 6
a 12 horas desde el momento de desarrollo del cuadro clinico del IAM.
En 2007-2009, aparecieron los primeros informes sobre métodos de
andlisis altamente sensibles ("quinta generacion"), cuyo umbral de
deteccion es de 1 a 10 ng /L, lo cual decenas y cientos de veces supera
los métodos de sensibilidad moderada y miles de veces - los prototipos
de hace 30 afios, mientras el tiempo de andlisis es de tan solo 20-30
minutos #1431,

Desde el primer prototipo desarrollado por Cummins (1987) los
inmunoensayos de troponina | han evolucionado de manera similar. En
1992, anticuerpos monoclonales se utilizaron para desarrollar el ensayo
inmunoabsorbente ligado a enzimas: el limite de deteccion fue de 1900
ng/ Ly el tiempo de ejecucion del estudio fue de 3,5 horas. A diferencia
de los métodos entonces existentes para determinar la troponina T,
este analisis fue altamente especifico para detectar dafio miocardico. Y
los resultados positivos falsos practicamente no se observaron incluso
en condiciones de enfermedades del musculo esquelético (miopatias),
insuficiencia renal cronica y maraton B8 441, Durante los ultimos 25 afios,
los investigadores y fabricantes han desarrollado varios ensayos con
diferentes combinaciones de anticuerpos en multiples plataformas.
Actualmente estan presentes en el mercado mas de 30 kits de
determinacién de troponina |. Los métodos disponibles van desde los
modelos mas antiguos y menos sensibles hasta modernos, de alta
sensibilidad y ultrasensibilidad. Debido a la heterogeneidad de los
métodos de analisis de cTnl, los resultados cuantitativos obtenidos para
el mismo paciente utilizando diferentes métodos y en diferentes
analizadores (dispositivos) no coinciden. La estandarizacién de los
métodos de determinacion de cTnl basados en diferentes plataformas
sigue siendo un desafio y es uno de los principales problemas “51. Por
lo tanto, si es necesario trasladar a un paciente a otro hospital que
utilice un sistema de prueba diferente, los resultados de la
determinacién de troponina no se puede compararlos, ya que el
proceso se acompafa de costos econdmicos y de tiempo adicionales.
Segun la Federacion Internacional de Quimica Clinica (IFCC), entre los
kits de prueba para andlisis altamente sensibles los mas disponibles y
populares comercialmente son kits de las siguientes empresas: Abbot,
Beckman Coulter, bioMerieux, LS| Medience, Roche, Ortho, Siemens,
Singulex, etc. 15461 De éstos, kits para la determinacion de hs-TnT son
producidos Unicamente por Roche, todos los demas producen kits para
hs-Tnl. Un gran inconveniente de estas pruebas es la falta de
estandarizacion, que se expresa en diferentes resultados en el mismo
paciente al determinarsele mediante diferentes kits comerciales, y los
resultados pueden diferir entre 5y 10 veces o mas. Esto se debe, en
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primer término, al hecho de que diferentes kits utilizan diferentes
anticuerpos dirigidos a diferentes epitopos (determinantes antigénicos)
de las moléculas de troponina: con el IAM, en mayor medida en la sangre
circulan los fragmentos de troponina que poseen diferente estabilidad.
Por tanto, el uso de anticuerpos dirigidos contra epitopos de troponina
inestables conducird a una subestimacion de los resultados en
comparacion con los anticuerpos contra sectores estables de la
molécula. Al mismo tiempo, algunos epitopos de las moléculas de
troponina son blancos de autoanticuerpos y anticuerpos heterofilos,
siendo estos Ultimos capaces de producir resultados tanto falsos
positivos como falsos negativos. En esta direccién, se continla
investigando para esclarecer los mecanismos de influencia en el
resultado del analisis (interferencia), lo que contribuira a mejorar la
calidad y estandarizacién de los analisis.

Hasta la fecha, muchas instituciones de salud han pasado al uso de
sistemas de prueba de troponina altamente sensibles. Anand A y sus
colegas realizaron recientemente un estudio global para evaluar la
implementacion de las recomendaciones clave de la Definicion
Universal de Infarto de Miocardio (2018) sobre el uso de troponinas
altamente sensibles utilizando un cuestionario telefonico de formato
especialmente disefiado. Los autores entrevistaron a médicos en 1902
centros médicos en 23 paises de los 5 continentes. La troponina
cardiaca se utilizO como marcador diagnéstico principal para
diagnosticar IAM en un 96% de los centros; el uso de CK-MB continda
en algunos paises de América Latina (Argentina, México). Solo un 41%
de los centros utilizaron ensayos de alta sensibilidad, con una amplitud
desde un 7% en América del Norte hasta un 60% en Europa. En las
instituciones que utilizaron métodos de analisis altamente sensibles, se
utilizd con mas frecuencia la estrategia de medicion en serie con
predominio de vias de diagnédstico aceleradas (0-3 h), tomandose en
cuenta con mayor frecuencia el umbral de diagnostico del percentil 99;
sin embargo, solo un 18 % de los centros utilizaron los umbrales del
percentil 99 asociados con las caracteristicas de sexo/género “71,

Métodos altamente sensibles para la determinacién de troponinas:
sus caracteristicas analiticas, criterios, clasificacion.

Las principales caracteristicas analiticas de la calidad de los
inmunoensayos de troponina son: limite del blanco (LoB) — la
concentracion maxima del analito que se puede detectar en una muestra
que no lo contiene; limite de deteccion (LoD) — la concentracién minima
detectable); limite de determinacion cuantitativa (sensibilidad funcional,
LoQ); percentil 99, caracteristicas de género delpercentil 99, porcentaje
de valores medibles en individuos sanos, coeficiente de variacion (%
CV), relacion de 99 percentil / LoD 448,491 Muchos investigadores tienen
una inquietud: ¢qué analisis deberia calificarse como altamente
sensible? El Grupo de Trabajo de la IFCC del Comité de Aplicacion
Clinica de Biomarcadores Cardiacos (TF-CB IFCC) ha propuesto que
sea designado como altamente sensible un método que cumpla dos
criterios 24, Primero, el porcentaje de CV al establecerse los valores del
percentil 99, no debe exceder a un 10%. En segundo lugar, en mas del
50% de las personas sanas, la concentracion de troponinas deberia ser
superior al LoD del método analitico.

Sin embargo, muchos de los métodos designados como altamente
sensibles no se ajustan a estos criterios. Para los analisis HS, todas las
revistas, fabricantes, laboratorios e instituciones deben utilizar la unidad
de medicion ng / L para evitar confusiones y puntos decimales seguidos
de ceros innecesarios utilizados en analisis moderadamente sensibles
y algunos analisis modernos de alta sensibilidad 24,

El valor clinico y diagnéstico de los resultados de la determinacion de
hs-TnT y hs-Tnl esta directamente relacionado con las caracteristicas
analiticas de los diagnésticos de troponina utilizados (tabla 1). Para
establecer los parametros analiticos del sistema de prueba, se deben
seguir las recomendaciones de los expertos de la IFCC. Entonces, por
ejemplo, para establecer los valores del percentil 99 de acuerdo con el
género, es necesario determinar la troponina en al menos 300 mujeres
y 300 hombres. Posteriormente, se pueden ajustar cuando se reciban

nuevos datos, e idealmente, cada laboratorio debe establecer su propio
percentil 99, que en este caso correspondera no solo al sistema de
prueba y al analizador utilizado, sino también a las caracteristicas de la
poblacion dada. Sin embargo, dada la complejidad y el costo de tales
estudios, es admisible centrarse en los parametros proporcionados por
los fabricantes 24 50, Establecer valores dptimos para el percentil 99 es
muy importante e implica una serie de preguntas clave: ; cémo se deben
seleccionar los grupos de referencia? ;Qué método de calculo
estadistico deberia aplicarse? La definicion de lo que constituye una
persona sana es un tema a discutir 4. ; Cémo se deben seleccionar los
pacientes por edad: jévenes (<30 afios) o aquellos que coinciden con los
pacientes con IAM clasico (40-90 afos)? ¢ Qué criterios deben utilizarse
para designar a los pacientes "sanos", utilizando una encuesta simple
(cuestionario) o un examen médico completo, que incluya estudios tanto
fisicos como instrumentales de laboratorio (electrocardiografia,
ecocardiografia, determinacion de la concentracion de péptidos
natriuréticos, nivel de creatinina)? La ultima opcion es ideal, pero cara.
La seleccion del grupo de control de acuerdo con criterios estrictos
desplaza el percentil 99 a valores mas bajos ?4 50 Ademas, al calcular
el percentil 99, es necesario un enfoque estadistico unificado. Los
calculos propuestos - el método no paramétrico (método de Harrell-
Davis) y el método de estadistica robusta (estable) - dan diferentes
valores del percentil 99. Discusiones sobre este tema contintan 8% 5],
Asi, las condiciones anteriormente sefialadas tienen una fuerte influencia
sobre el establecimiento del nivel del percentil 99, lo cual viene siendo
una de las explicaciones de su significativa variacion entre los métodos
de analisis de diferentes fabricantes.

Al mismo tiempo, algunos algoritmos nuevos de diagndstico rapido (de

una y dos horas) no se centran en el nivel del percentil 99 como umbral
de diagndstico de referencia, sino que utilizan valores de corte mas
bajos para tomar decisiones sobre hospitalizacién / intervenciones
invasivas, o de enviar al paciente a casa. Esto se debe a que muchos
pacientes con concentraciones de hs-Tn que van desde el LoD (o LoQ)
al percentil 99, tienen un mayor riesgo de resultados adversos en
comparacion con aquellos con valores minimos o no detectables (es
decir, <LoD o LoQ). El éxito de estas estrategias se ha demostrado en
varios estudios para excluir rapidamente el sindrome coronario agudo
e identificar a los pacientes con elevado riesgo de eventos
cardiovasculares adversos a los 30 dias [52-59,

Muy importante en el diagnéstico temprano de IAM es LoD. Por ejemplo,
el método de inmunoensayo de primera y segunda generacion tuvo un
LoD en el rango de 100-500 ng / L, debido a que el IAM se diagnostico
demasiado tarde (después de 12-24 horas), en algunos casos, se
pasaron por alto infartos de foco pequefio y no se detecté troponina en
ningun paciente sano (0% de los valores medidos en la poblacion de
referencia). En la etapa actual de desarrollo de analisis altamente
sensibles, LoD puede ser solo de unos pocos ng/ L e incluso

<1 ng /L, lo que es cientos de veces mas sensible y permite detectar
dafio miocardico casi a nivel de células individuales; el porcentaje de
valores medidos de troponinas oscila entre el 50 y el 100% 4. Garcia-
Osuna A, et al. recientemente estudiaron las caracteristicas analiticas
del nuevo método que detecta la troponina | a nivel de moléculas
individuales. El estudio mostré que este método es aproximadamente 10
veces mas sensible que el método de hs-Tn | que se utiliza actualmente.
El LoD de este método fue de 0.08-0.12 ng / L, y la proporcion de
personas sanas con concentraciones de troponina medibles alcanzé el
99.5%. Al mismo tiempo, los sujetos sanos fueron seleccionados de
manera muy rigida (en base a su anamnesia, niveles normales de
péptidos natriuréticos y creatinina). La mediana de hs-cTnl fue
significativamente mayor en los hombres en comparaciéon con las
mujeres y en los ancianos en comparacion con los jovenes, lo que indica
la necesidad de reflejar las caracteristicas relacionadas con la edad en
los niveles de hs-cTnl. Este inmunoensayo hipersensible es
significativamente superior a otros métodos altamente sensibles
existentes 1%, Esta sensibilidad se logré mediante el uso de 4 tipos de
anticuerpos: 2 de ellos estan dirigidos a epitopos ubicados en el centro
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de la troponina y 2 a epitopos ubicados en ambos extremos de la
molécula, lo que proporciona una mayor captacion de la molécula de
troponina | y sus fragmentos en comparacion con los sistemas de prueba
basados en el uso de 2 o 3 tipos de anticuerpos.

El parametro importante que determina la precisién del inmuno ensayo,
es el % CV. El método se considera altamente preciso y cumple los
requisitos de la IFCC, si al determinar en serie el nivel de troponina en
la misma muestra, la dispersién media de los resultados obtenidos no
supera un 10% (CV<10%). Sin embargo, debido a la escasa
disponibilidad comercial de pruebas de alta precision, todavia se
utilizan ampliamente en muchos laboratorios las pruebas de troponina
con 10% < CV < 20%. El uso de estos sistemas de prueba puede dar
lugar a resultados falsos positivos y falsos negativos. Las pruebas con
CV> 20% son inaceptables para uso clinico y deben excluirse (Tabla
2). Una mejora significativa en los parametros analiticos de las pruebas
altamente sensibles hizo posible introducir una clasificacién adicional
de métodos denominada "funcional" basada en la relacién entre el
percentil 99 y el LoD. Cuanto mayor es la correlacion percentil 99/ LoD,
mayor es la probabilidad de identificar sujetos con valores medibles.
En la Tabla 3 se resumen algunos de los sistemas de prueba modernos
altamente sensibles disponibles para uso clinico, asi como sus
pardmetros analiticos (seguln datos de IFCC, 2020) (6,

Tabla 1. Caracteristicas analiticas modernas de la calidad de los
métodos de inmunoensayo de troponinas cardiacas.

Tabla 2. Exactitud y sensibilidad de los métodos de inmunoensayo de
troponina cardiaca

Coeficiente de variacion (inexactitud del analisis, %)

Cv<10 Muy precisa (aceptable para el diagnéstico)
10<CV<20 | De baja precision, pero clinicamente aceptable
CVv=20 Inaceptable para su uso

Porcentaje (%) de valores medibles <percentil 99 en personas sanas

<50 Moderadamente sensibles - 1er nivel

50-75 Altamente sensibles de 1ra generacion - 2do nivel
75-95 Altamente sensibles de 2da generacion - 3er nivel
>95 Altamente sensibles de 3era generacion - 4to nivel
99-100 Altamente sensibles de 4ta generacion - 5to nivel

Correlacion entre el percentil 99 y LoD

<1 Clinicamente aceptable (alta sensibilidad)
210 Extremadamente sensible
220 Ultrasensible

Tabla 3. Métodos de alta sensibilidad para la determinacion de
troponinas cardiacas T e | segun los datos del comité para el uso clinico
de biomarcadores cardiacos IFCC (de diciembre de 2019,

Parametro

Descripcién, comentario

proporcionados por los fabricantes), [50] por medicion.

LoB (limite de
espacios en blanco)
(falso positivo)

La sefial mas baja generada en liquido con
concentracién cero de troponina (en
blanco) -cuanto menos, mejor

LoD (limite de
deteccion): limite de
deteccion
(concentracién
minima detectable)

Valor obtenido en el fluido biolégico con la
menor concentracion de troponina - cuanto
menos, mejor

LoQ  (limite de
cuantificacion) -
limite de blanco, o
cuantificacion
(sensibilidad
funcional)

Concentracion minima que se puede
determinar con una incertidumbre de <
10%: cuanto menor, mejor

Total (sin contar con
diferencias sexuales)
del percentil 99

La concentracion de troponina detectada
en un 99% de individuos verdaderamente
sanos, y solo en un 1% de los investigados
verdaderamente sanos se admite resultado
falso positivo, la mayoria de las veces por
alguna razon desconocida

Valores de género
del percentil 99

Concentraciones de troponina detectadas
en un 99% de individuos sanos, teniendo en
cuenta el sexo. En los hombres, el percentil
99 del limite superior de la norma es
aproximadamente 1,5-2 veces mas alto que
en las mujeres, segun el analisis utilizado.

Valor umbral (nivel
de corte, o cut-off)

La concentracion minima de troponina para
el diagndstico de IAM. Este indicador seusa
solo en sistemas de prueba moderadamente
sensibles, mientras que en algoritmos
acelerados que usan sistemas de prueba
altamente sensibles y ultrasensibles, el nivel
del percentil 99 se usa como referencia.

Coeficiente de
variacion (CV%)

Dispersion aleatoria de medidas en la
misma muestra. Cuanto mas bajo sea, mas
preciso sera el analisis.

Porcentaje de
valores <percentil 99
en individuos sanos

Numero de personas sanas (en%), en que
el nivel de troponina en la sangre se
determina en el rango de LoD al percentil
99.

Relacion 99 percentil
/ LoD

Cuanto es mayor, tanto mas alta es la
sensibilidad de la prueba.

Empresa/ LoB | LoD | CV% | Percenti | Porcentaj | Método
plataforma/ (ng/L) | (ng/L) 199 ede estadistico
método (general | valores utilizado
y por medibles | para
género), | enel calcular el
ng/l rango de | percentil 99
LoD al
percentil
99
(generaly
por
género,
%)
Abbott/Alinity i 1,0 1,6 4,0% | General- | General- | Estadisticas
systems/Alinity i 26,2 85% sélidas
STAT High M-15,6 | M-78%
Sensitive H-34,2 H-92%
Troponin-I;
commercial OUS
Abbott/ARCHITE | 0,7- 11 4,0% | General | General - | Estadisticas
CT i systems/ 1,3 -26,2 85% solidas
ARCHITECT M-15,6 | M-78%
STAT High H-34,2 | H-92
Sensitive
Troponin-I;
commercial
Beckman 0,0- 1,0- 3,7 | General | >50 No
Coulter/Access 2, | 1,7 2,3 -17,5 paramétrico
DxI/Access hsTnl; M-11,6
commercial - H-19,8
ous
Beckman 0,0- 1,0- 6,0 | General | >50 No
Coulter/Access 2, | 0,8 2,0 -18,2 paramétrico
/Access hs Tnl; M-11,8
commercial - H-19,7
U.S.: Serum
LS| Medience - 1 <6 General | General - | No
(formerly -15,48 76 paramétrico
Mitsubishi) M -16,91
PATHFAST hs- H-11,46
cTnl; commercial
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LSI Medience 123 233 |61 General | General- | No
(former -27,9 66.3 paramétrico
Mitsubishi) M-20,3 | M-52,8
PATHFAST hs- H-29,7 | H-78,8
cTnl /PATHFAST
cTnl-ll
Ortho/VITROS/hs | 0,14- | 0,39- | <10 | General | >50 No
Troponin |; 0,51 0,86 -11,0 paramétrico
commercial M-9,0

H-12,0
Roche/cobas 2,5 3 <10 | General | General- | No
e801/cTnT-hs 18- -14,0 57,4 proporcionad
min and STAT; M -9,0 o por el
commercial H-16,0 fabricante.

Siemens ADVIA 0,50 | 1,6 <4,9 | General | General- | No

Centaur XP/ XPT -46,5 72,0 paramétrico
High Sensitivity M-39,6 | M-57,0
Tnl (TNIH), US & H-58,0 | H-86,0

OUS; commercial

Singulex Clarity 0,02 | 0,08 2,39 | General | General- | No

cTnl; commercial -8,67 99 paramétrico
M-8,76 | M-99
H-9,23 | H-100

CONCLUSION

Los métodos altamente sensibles para la determinacién de troponinas
han cambiado significativamente nuestra comprension de la biologia de
las troponinas cardiacas y han hecho posible mejorar el diagnostico de
IAM. Sin embargo, en la practica clinica habitual una serie de problemas
asociados con el analisis pueden afectar la eficacia de la determinacion
de troponinas cardiacas. Para el uso confiable y 6ptimo de métodos
altamente sensibles de la determinacién de troponinas en la practica
clinica, es importante tener en cuenta sus principales caracteristicas
analiticas: percentil 99, caracteristicas de género del percentil 99, limite
de deteccién (concentracion minima detectable), coeficiente de
variacion, percentil 99/limite de deteccion, limite de espacios en blanco.
Debido al hecho de que en la practica rutinaria de muchas instituciones
de salud se estan introduciendo gradualmente métodos modernos
(altamente sensibles), existe una urgente necesidad de evaluaciones
independientes de las caracteristicas analiticas y el valor clinico y
diagnédstico de estos nuevos inmuno ensayos para estudiar el efecto
sobre el resultado del analisis de una serie de factores, como los ritmos
circadianos y la edad, asi como el esclarecimiento de nuevas
posibilidades diagnésticas para el estudio de las troponinas cardiacas
en fluidos biolégicos obtenidos de forma noinvasiva, en particular en el
fluido oral.
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