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Resumen.

La miocarditis es una patologia con gran espectro clinico, que va desde cursar
asintomatica hasta cursar con falla cardiaca fulminante. La miocarditis se
encuentra subdiagnosticada debido a su amplio espectro clinico, se estima una
prevalencia de 1-9 % y una incidencia de 0.46-0.72 por 100,000 personas al afio.
Su principal causa etiolégica es viral, siendo Adenovirus, Enterovirus (incluyendo
Coxsackievirus), Parvovirus B-19 y Virus Herpes Humano 6 los mas comunmente
identificados (dependiendo la poblacion estudiada y los tiempos en que fueron
llevados a cabo dichos estudios). Afecta principalmente a pacientes jovenes, por lo
gue su progresion a un grado mas severo: miocardiopatia dilatada (MCD) y/o la
muerte representa un gran impacto. Hasta el 21% de los pacientes evolucionan a
MCD, lo cual traduce deterioro de la calidad de vida e incapacidad fisica a una
edad econOmicamente activa. EI Receptor Adenovirus-Coxsackievirus (CAR) es
un receptor comun para el tipo de virus Coxsackie B y adenovirus. El gen de CAR
se ha localizado en el cromosoma 21g11.2. El receptor CAR es una proteina
transmembrana de la superfamilia de Ig que se localiza en los complejos de union
gue se producen entre las células endoteliales y células epiteliales. Se requiere la
expresion de CAR para la entrada del virus en las células, ademéas ha sido
recientemente implicada en la remodelacion cardiaca y la conduccion eléctrica
auriculoventricular. La expresiéon de CAR es muy baja en el corazén normal, sin
embargo estudios en humanos han encontrado sobreexpresion de CAR en
pacientes con MCD.

A nivel mundial solo hay cuatro estudios realizados, todos en pacientes con MCD,
no se incluyen pacientes con miocarditis activa, en estos se han documentado
niveles de sobreexpresion de CAR en comparaciéon con sujetos sanos. De igual
manera, pacientes con miocardiopatia isquémica presentan sobre-expresion de
CAR, no existiendo diferencia respecto a la edad o género, ni mutaciones de CAR
entre los grupos de estudio. Ademas se ha sugerido la realizacion de estudios
para correlacionar el grado de positividad de CAR con severidad de la
enfermedad.

El objetivo de este estudio fue determinar si hay diferencia en los niveles de
Expresion del Receptor Adenovirus-Coxsackievirus (CAR) en muestras de tejido
endomiocardico de pacientes con diferentes espectros de miocarditis y evaluar la
relacion entre los niveles de expresion y la severidad de la enfermedad.

Se estudiaron un total de 26 individuos, 16 con miocarditis activa y 10 con
miocarditis limitrofe, asi como 10 individuos normales y sin factores de riesgo para
miocarditis. De todos los pacientes se cuenta con su historia clinica y con una
muestra de biopsia endomiocéardica, las cuales se encuentran embebidas en
parafina y que fueron obtenidas con fines de diagndstico. De estas muestras de
tejido endomiocardico se extrajo el RNA para determinar el grado de expresion de
CAR por la técnica de RT-PCR en tiempo real (QRT-PCR). La expresion relativa de
CAR fue calculada utilizando la expresion de CAR y el nivel de gen GAPDH
determinado para cada muestra. Para la cuantificacion relativa se uso el analisis
avanzado (cuantificacion relativa avanzada), por eficiencia.



Marco teodrico.

La miocarditis es la inflamacién del musculo cardiaco que puede ser identificada
por criterios clinicos o histopatoldgicos. La Organizacion Mundial de la Salud
(OMS) define miocarditis en 1995 como la enfermedad inflamatoria del musculo
cardiaco, diagnosticada en biopsia endomiocardica (EMB) por criterios
histolégicos, inmunologicos e inmunohistoquimicos establecidos.

Las manifestaciones clinicas varian ampliamente desde cambios asintomaticos en
el electrocardiograma hasta falla cardiaca fulminante; arritmias, bloqueos
cardiacos y sindromes que asemejan al infarto agudo del miocardio pueden estar
presentes. Una variedad afortunadamente poco frecuente es la “fulminante”, de
etiologia viral, presenta infiltrado linfocitico y tiene una rapida progresion clinica
hasta el choque cardiogénico, presenta una mortalidad superior al 80% (1).

La miocarditis se encuentra subdiagnosticada debido a su amplio espectro clinico,
por lo que es dificil estimar su incidencia; sin embargo se estima que en México se
presenta un caso por cada 1000 ingresos/afio (2). En poblacién europea tiene una
incidencia del 0.12 al 12% en autopsias de poblacion general (3); ademas se ha
identificado en 8.6 a 12% de los casos de muerte subita en adultos jévenes (4),
incluso alcanzando hasta el 20% en casos de muerte sUbita en atletas jévenes (5).
De forma general se estima una prevalencia de 1-9 % y una incidencia de
0.46-0.72 por 100,000 personas al afio.

El mayor porcentaje de pacientes permanece asintomatico y/o con sintomas leves,
lo cual favorece el subdiagndstico. Las manifestaciones mas frecuentes son:

disnea 72%, dolor toracico 32% y arritmias 18% (6).



La miocarditis puede ser causada por una variedad de enfermedades infecciosas y
no infecciosas, siendo las de origen infeccioso viral las mas frecuentes (7). Puede
existir coinfeccién (25% casos), lo cual se sabe modifica aln mas la respuesta
inmunologica del paciente favoreciendo asi mayor remodelacién cardiaca (8). En la
Tabla 1 se resumen los virus mas frecuentemente aislados en estudios realizados

contem poréneamente.

Tabla 1. Principales agentes etioldgicos en la miocarditis viral.

PVB19: 126 (51.4%)

2001-2003 HHV-6: 53 (21.6%)
Kuhl, Circulation. 2005; Alemania EV: 23 (9.4%)
111: 887-893 (9). 165/ 245 ADV: 4 (1.6%)

EBV: 5 (2.0%)
CMV: 2 (0.8%)

ADV: 142 (23%)
EV: 85 (14%)
CMV: 18 (3%)

1988-2000
PVB19: 6 (<1%)
RSV: 1 (<1%)
PVB19: 52 (28.7%)
1994-2007 HHV-6: 20 (11.0%)
Kindermann, Alemania EV: 11 (6.1%)
Circulation. 2008; 118: 797181 EBV: 6 (3.3%)
639-648 (11). ADV: 4(2.2%)
2002-2005 ADV: 1 (0.8%)
Breinholt, J Heart Lung Estados 121/ 700 CMV: 3 (2.5%)
Transplant 2010; 29: Unidos PVB19: 100 (82.6%)
739-746 (12). EBV: 24 (19.8%)

* La tercera columna resume el nimero de muestras en las cuales fue posible el aislamiento de
un agente viral con respecto al nimero total de muestras procesadas

PVB19: Parvovirus B19, EV: Enterovirus, ADV: Adenovirus, CMV: Citomegalovirus, HHV-6: Virus
Herpes 6, EBV: Virus Epstein-Barr , IAV: Virus Influenza A, HSV: Virus Herpes Simple, RSV:
Virus Sincitial Respiratorio




Un punto importante de sefialar en cuanto a la etiologia viral es que dependiendo
de la poblacién, geografia, idiosincrasia, e incluso el periodo de estudio, se tiene
distinta prevalencia. La prevalencia de Coxsackievirus en pacientes con
miocarditis activa varia de 14-32.6%, Adenovirus de 8.1-23%, Parvovirus B19 de
<1-36.6% Yy Virus Herpes Humano 6 de 10.5% (8). En América del Norte y Europa
Occidental, los virus mas frecuentemente identificados fueron enterovirus
(incluyendo el virus Coxsackie) hasta la década de 1990. En estudios publicados
recientemente el Parvovirus B-19 y Virus Herpes Humano 6 son los virus que se
encuentran con mayor frecuencia. En poblacién mexicana dicha prevalencia no ha
sido abordada de forma sistematica, por o que no podriamos aseverar una mayor
asociacién con Parvovirus B19. En este sentido y para una correcta tipificacion
viral, técnicas moleculares como la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) y
la hibridacion in situ, permiten la deteccion directa de los genomas virales en los
corazones de los pacientes con miocarditis aguda y miocardiopatia dilatada.
Fisiopatolégicamente la miocarditis viral se suele dividir en 4 fases: Fase 0 o
Preinfeccion (Factores que determinan susceptibilidad a infeccion viral), Fase 1 o
Aguda (3-4 dias, caracterizada por replicacion activa del virus vivo dentro del
miocardio), Fase 2 o0 Subaguda (5-15 dias, caracterizada por respuesta
inmunolégica del huésped con persistencia del genoma viral en ausencia de
replicacion viral detectable) y Fase 3 o Crénica (mas de 1 mes; caracterizado por
remodelacion miocardica en ausencia de replicacion viral o genoma viral) (13).

Los factores que determinan susceptibilidad para infeccion viral del corazén y el
desarrollo de cardiomiopatia no son completamente conocidos, sin embargo se

han identificado algunos factores predisponentes, dentro de los que destacan: el



género masculino, la inmunosupresion, ya sea humoral o celular, asi como la
desnutricion, el embarazo y la deficiencia de selenio. Estudios genéticos en
humanos con miocarditis son escasos, sin embargo, en dos reportes se ha
demostrado una asociacion entre miocarditis y factores genéticos tales como locus
HLA-DQ y polimorfismos CD45.

La biopsia endomiocérdica es el “estandar de oro” de las pruebas diagndsticas en
la miocarditis, al permitir cuantificar células inflamatorias y el grado de necrosis
gue se ha producido. Ambas condiciones deben estar presentes de acuerdo a los
Criterios de Dallas para considerarse miocarditis concluyente, pues cuando solo
estd presente una se cataloga como miocarditis limitrofe (miocarditis borderline).
Debido a que las zonas de miocarditis pueden ser heterogéneas en la pared
miocérdica, se deben tomar varias biopsias (se recomiendan 18 muestras como
minimo) para poder tener una sensibilidad del 80% (14). El riesgo de perforacion

miocérdica, al igual que la muerte es <1% (15).

Pronédstico de la miocarditis.

Esta patologia tiene un buen prondstico en el 76% de los casos a 6 meses; pero
en seguimientos a 3 afos, el 21% desarrollard miocardiopatia dilatada con
insuficiencia cardiaca. En la Tabla 2 se enumeran factores predictores de

mortalidad (16-18).



Tabla 2. Factores predictores de mortalidad en Miocarditis aguda.

1. Sincope no demostrable por otra causa.

2. Disfuncion ventricular derecha.

3. Hipertension arterial o venosa pulmonar (mMPAP >25 o PCWP >15)
4. Clase funcional de la NYHA avanzada (IlI-1V).

5. Hipotension sistdlica, diastolica y PAM baja.

6. Taquicardia.

7. QRS =120 ms.

8. Niveles elevados de Fas, Fas ligando, TNF, IL-10.

9. Signos inmunohistolégicos de inflamacion (CD3 y/o CD68).

10. Tratamiento sin beta-bloqueadores.

NYHA: New York Heart Association, PAM: presién arterial media, TNF: factor de necrosis tumoral,
mMPAP: Presion arterial pulmonar media, PCWP: Presién de enclavamiento capilar pulmonar

Receptor Adenovirus-Coxsackievirus (CAR).

La comprension de la patogenia de la miocarditis viral se ha dado a partir de
modelos experimentales de infeccion aguda por virus Coxsackie B. ElI cambio
inicial es el dafio de los miocitos en ausencia de una respuesta inmune celular
(19). La entrada viral al miocito esta mediada por receptores de superficie celular.
El Receptor Adenovirus-Coxsackievirus (CAR) es un receptor comun para el tipo
de virus Coxsackie B y para los subgrupos de adenovirus A, C, D, E, y F. El gen de
CAR se ha localizado en el cromosoma 21q11.2 (20) y se designa como CXADR.
Siete exones han sido reportados para el gen en humanos (21). Con raras

excepciones, se requiere la expresion de CAR para la entrada del virus en las



células. Co-receptores, incluyendo el factor acelerador de degradacion (DAF,
CD55) para algunas cepas de virus Coxsackie B y las integrinas, ayudan a
determinar la eficacia de la infeccion.

El receptor CAR es una proteina transmembrana de la superfamilia de Ig que se
localiza en los complejos de unién que se producen entre las células endoteliales y
células epiteliales (principalmente en las uniones intercelulares de las células
epiteliales).

El mMRNA completo de CAR codifica una estructura de 365 aminoacidos con una
secuencia guia corta (19 residuos), un dominio extracelular de 216 residuos, un
dominio transmembrana de 23 aminoacidos, y dependiendo del empalme
alternativo, una cola citoplasmatica de 94 a 107 residuos. Por o menos dos
proteinas CAR carboxilo-terminal diferentes han sido identificadas y se refieren
como hCAR1 y hCAR2 para los humanos. La proteina madura tiene una masa
molecular de aproximadamente 38 kDa (hCAR1). Es una proteina con dos
dominios extracelulares similares a Ig localizados en la mitad N-terminal de la
proteina, una unica hélice que abarca la membrana, y una cola citoplasmatica C-
terminal (22,23) (Figura 1).

El receptor CAR, como una proteina de unién estrecha de los discos intercalados,
ha sido recientemente implicada en la remodelacion cardiaca y la conduccion
eléctrica entre auriculas y ventriculos (24,25); su expresion aberrante ha sido
objeto de estudio en enfermedades cardiacas (26) y no cardiacas, en estas Ultimas
se ha atribuido un papel importante como regulador de cancer, funcionando como

promotor o supresor de tumores, dependiendo de la estirpe tumoral en cuestion



(27). Este es expresado a niveles altos en el cerebro y el corazén con un pico
perinatal, de modo que después del nacimiento los niveles de CAR disminuyen
con la edad. La deficiencia de CAR resulta en letalidad embrionaria a la mitad del
desarrollo, con edema pericardico que se relaciona con la organizacion alterada
de miofibrillas e incremento en la proliferacion de cardiomiocitos (28-30). En los
humanos, esta proteina es expresada en el corazén, asi como en el muasculo,
pancreas, testiculos y prostata, y en algunos grados, en muchos otros tejidos (23).
CAR interactua con proteinas implicadas en la formaciébn de comunicaciones
celulares, endocitosis y transduccion de sefales (31) (Figura 2). Forma
homodimeros y heterodimeros a través de los dominios Ig extracelulares v,
recientemente, se demostré que forma un complejo proteinico con B-catenina,
Z0O-1 (zona occludens 1) y la proteina de union gap Cx45.

Desde que se identifico CAR, mudltiples han sido los estudios realizados
encaminados a conocer sus caracteristicas e implicaciones fisiolégicas, la gran
mayoria de ellos llevados a cabo en animales. Su estudio en humanos es menor,
probablemente atribuido a las implicaciones éticas del mismo. La expresion de
CAR es muy baja en el corazén normal, sin embargo se ha observado sobre-
expresion en corazén de pacientes con miocardiopatia dilatada, asi como en
casos de cardiopatia isquémica. No hay estudios acerca de la expresién de CAR
en pacientes con miocarditis, solo algunos casos forman parte de la muestra final
de protocolos en miocardiopatia dilatada (MCD). En los siguientes parrafos

resumimos cuatro protocolos destinados a conocer la expresion de CAR.
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Figura 1. Estructura esquematica de la proteina hCAR1.
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Cytoplasmic tails:
hCAR 1: VAAPNLSRMGAIPVMIPAQSKDGSIV
hCAR 2: FKYAYKTDGTWV

El dominio extracelular consiste en dos bucles Ig (D1 y D2), uno de tipo variable (V, formado entre
Cys41 y Cys120) y uno de tipo constante (C2, abarcando de Cys162 a Cys212). El dominio D2
contiene un puente disulfuro extra formado entre Cys146 y Cys223 no tipico de un dominio Ig
similar a C2. La numeracion se refiere a todo el marco de lectura abierto. Empalmes alternativos
resultan en diferentes secuencias C-terminal para hCAR1 and hCARZ2.

Qiang Liu y cols (32) realizaron un estudio del afio 2009 al 2011 cuyo objetivo fue
investigar la correlaciéon entre infeccion viral persistente y funcién cardiaca en
pacientes con MCD. Reclutaron un total de 80 pacientes (50 con MCD y 30

controles), determinaron niveles de expresion de CAR y RNA de Coxsackievirus
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Figura 2. Funciones atribuidas a CAR.
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a. CAR puede heterodimerizarse u homodimerizarse a través de los dominios Ig extracelulares. La
cola citoplasmica interactda con diversas proteinas del dominio PDZ, entre ellos ZO-1 y guanilato
quinasa asociada a la membrana, WW, y MAGI1 que se une al conjunto de filamentos de actina. La
interaccion con ZO-1 implica el segundo dominio PDZ. b. Este dominio también media la
interaccién entre la cola citoplasmatica de CAR y conexinas para modular la actividad de las
uniones gap. ¢. CAR puede mediar la unién y captacién de Adenovirus y Coxsackievirus. Este
proceso requiere la interaccién con la maquinaria endocitica (no mostrado) y correceptores. Para
Coxsackievirus, este correceptor es el DAF / CD55. d. Enlaces para transduccion de sefiales
incluyen la interaccion de CAR con B-catenina y MUPP1. Este Ultimo se relaciona a la sefializacién
de PIP2 a través de TAPP-1. Las interacciones se muestran con flechas de doble punta.

en la superficie de leucocitos usando citometria de flujo y RT-PCR,
respectivamente. En los pacientes con MCD 44% fueron positivos para RNA de
Coxsackievirus y en 20% para los controles; los niveles de expresion de CAR en
pacientes con RNA viral positivo fue mayor respecto a pacientes con RNA

negativo. Dicho estudio tiene como desventajas el haber medido expresion de
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CAR en la superficie celular de los componentes de la férmula blanca y no en
tejido miocardico, ademas de haber utilizado un método cualitativo para su
analisis.

Eniko Tatrai, et al (21) reuni6 45 casos (16 con MCD, 2 con miocardiopatia
inflamatoria, 17 con miocardiopatia isquémica y 10 controles) en un periodo de
2005-2008, valorod la expresion de mRNA CAR y buscé posibles mutaciones del
gen CAR. Los pacientes con MCD y miocardiopatia isquémica presentaron sobre-
expresion de CAR con respecto a los controles; asi mismo los pacientes con
miocardiopatia no inflamatoria mostraron mayor nivel de mRNA que controles pero
menor que los otros dos grupos; no encontré diferencia en la expresiéon de CAR
relacionado a la edad o genero, ni mutaciones de CAR entre sus grupos de
estudio. Este trabajo tiene como desventaja que las muestras de miocardio fueron
obtenidas de pacientes sometidos a transplante cardiaco por lo que traduce un
estadio tardio de la enfermedad basal, con solo 2 muestras de pacientes con
inflamacion activa; a su favor el hecho de analizar la expresién de CAR por medio
de PCR en tiempo real.

Kaur Tripta y cols (33) determinaron la expresion de CAR en tejido miocardico de
pacientes con MCD y su localizacion celular, para ello reunieron 26 muestras
histolégicas de miocardiopatia dilatada y 20 controles. Para determinar la
localizacién celular de CAR utilizaron anticuerpos policlonales de conejo
especificos para CAR utilizando como controles tejido de adenocarcinoma
prostatico. Para cuantificar el nivel de expresion de CAR se realiz0 RT-PCR.
Concluyen que el nivel de expresion de mRNA CAR fue mayor en pacientes con

MCD comparado con el grupo control, ademas sugieren la realizacion de estudios
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para correlacionar el grado de positividad de CAR con severidad de la
enfermedad. En general tiene como desventaja la medicion de CAR a través de un
método cualitativo, aunado a solo contar con 3 casos de miocarditis activa.

Y, finalmente, Volker Ruppert, et al (34) analizaron la expresion de CAR en
biopsias de pacientes con MCD (42 muestras) respecto a controles (24 muestras)
utiizando gRT-PCR. Sus datos obtenidos confirmaron una sobre-expresion de
CAR miocardico en pacientes con MCD pero generalmente ausente en sujetos
controles con funcién ventricular izquierda conservada; no encontraron asociacion
entre titulos de anticuerpos séricos contra virus y la expresion CAR. Dentro de los
puntos a favor de dicho protocolo es la utilizacién de un método cuantitativo para
medir la expresion de CAR, desafortunadamente no se realiz6 una extrapolacion
de dichos resultados a la expresion clinica de la enfermedad.

Como ya se analizé ampliamente, los estudios en relacion a la expresion de CAR
realizados en humanos se han llevado a cabo en el contexto de miocardiopatia
dilatada, la cual es la fase final de cardiopatias de origen isquémico o inflamatorio,
por lo tanto puede ser considerada, en algunos casos, como la etapa final de la
evolucion del espectro clinico de la enfermedad. El numero de casos de
miocarditis en los cuales se ha analizado el nivel de expresion de CAR asciende a
11 a nivel mundial, ademas no se ha analizado en los diversos espectros de la
enfermedad desde el punto de vista histol6gico (miocarditis activa y miocarditis
limitrofe) e incluso clinico tomando en cuenta el tiempo de evolucion; esto aunado
al hecho de que en ninguno de los estudios previos se ha intentado hacer una
traduccion clinica de dichos hallazgos, solo en uno se ha sugerido la posible

asociacion del grado de expresion de CAR con la severidad de la enfermedad.
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Justificacion.

La miocarditis es una patologia con gran espectro clinico, que va desde cursar
asintomética hasta cursar con falla cardiaca fulminante. Su incidencia estimada en
México es de 1/1,000 ingresos/afio (2) (INCICh). Afecta principalmente a pacientes
jovenes, econdmicamente activos, por lo que su progresion a miocardiopatia

dilatada y/o la muerte representa un gran impacto.

En México no hay estudios encaminados a determinar caracteristicas moleculares
gue pudieran tener implicacion en el curso de la enfermedad. Como precedente,
en el Instituto Nacional de Cardiologia Ignacio Chavez se realizé un estudio que
comprendio6 el periodo de 1992 a 2003 cuyo objetivo fue revisar la incidencia y el
enfoque de estudio de la miocarditis (2). Este ha sido hasta el momento el Gnico

intento por caracterizar a pacientes con dicha patologia.

El Receptor Adenovirus-Coxsackievirus (CAR) es una proteina transmembrana de
la superfamilia de Ig que recientemente ha sido implicada en funciones de union al
citoesqueleto, regulacion de uniones gap, fijacion y endocitosis viral, asi como en
transduccion de sefiales; teniendo efecto clinico en la remodelacion cardiaca y la
conduccion eléctrica entre auriculas y ventriculos. La expresion de CAR es muy
baja en el corazon normal, sin embargo su expresion aberrante ha sido objeto de
estudio en enfermedades cardiacas, se ha observado una sobre-expresion en el
corazon de pacientes con miocardiopatia dilatada, asi como en casos de
cardiopatia isquémica; en miocarditis viral se desconoce su comportamiento.

Estudiar la expresion de CAR es de relevancia y de potencial valor clinico, su

15



expresion en miocarditis puede tener implicacién en la susceptibilidad a padecer la
enfermedad y posteriormente en la expresion clinica y evolucion de la misma.

A nivel mundial, la mayoria de los estudios respecto a CAR se han realizado en
pacientes con MCD (21,32-34). Ademas, solo en uno de ellos se ha sugerido que
la expresion de CAR podria implicarse con el grado de severidad de la
enfermedad (33). Sin embargo hasta el momento no hay estudios de la expresion
de CAR en humanos con miocarditis activa; por lo que en este estudio se intentd
determinar si hay diferencias en el grado de expresiéon y si esto se asocia con la

severidad de la enfermedad.
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Planteamiento del problema.

La miocarditis es una patologia con gran espectro clinico, que va desde cursar
asintomética hasta cursar con falla cardiaca fulminante. Afecta principalmente a
pacientes jovenes, econdmicamente activos, por lo que su progresion a

miocardiopatia dilatada y/o la muerte representa un gran impacto.

El Receptor Adenovirus-Coxsackievirus (CAR), una proteina transmembrana de la
superfamilia de Ig, ha sido implicada en la remodelacion cardiaca y la conduccién
eléctrica auriculo-ventricular. La expresion de CAR es muy baja en el corazon
normal, sin embargo se ha observado una sobre-expresion en miocardiopatia
dilatada, asi como en cardiopatia isquémica; aunque se desconoce con exactitud
su comportamiento en miocarditis activa.

Por otra parte, de los estudios realizados en relacién a la expresion de CAR en
humanos, solo suman 11 casos de pacientes con miocardiopatia inflamatoria/
miocarditis a nivel mundial (21,33,34). En México no se han hecho protocolos al
respecto. El proposito del presente estudio fue buscar posibles diferencias en la
expresion del receptor CAR lo cual pudiese tener implicacion en la susceptibilidad
a padecer la enfermedad y posteriormente en la expresion clinica y evolucion de la

misma, e incluso en su respuesta terapéutica.

Con base a lo anterior, el presente estudio se centrd6 en contestar las siguientes

preguntas:
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1. ¢Hay diferencia en la expresion de CAR en muestras de tejido
endomiocardico procedentes de pacientes con diagnostico de miocarditis
de acuerdo a los criterios de Dallas, en comparacion con grupos controles?

2. ¢Existe relacion entre los niveles de expresion de CAR y la severidad de la

enfermedad?
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Objetivos.

Determinar si hay diferencia en los niveles de Expresion del Receptor Adenovirus-
Coxsackievirus (CAR) en muestras de tejido endomiocardico de pacientes con
diferentes espectros de la miocarditis y evaluar la relacion entre los niveles de

expresion y la severidad de la enfermedad.

Objetivos especificos.

1. Evaluar los niveles de expresion de CAR por qRT-PCR en muestras de
biopsia endomiocardica preservadas en parafina procedentes de pacientes
con diagnadstico histopatoldgico de miocarditis definitiva y en pacientes con
miocarditis limitrofe, asi como en pacientes con miocardio histolégicamente
normal

2. Comparar el grado de expresion de CAR en tejido miocardico sano versus
miocardio con hallazgos histolégicos de miocarditis

3. Evaluar si los niveles de expresion de CAR en pacientes con miocarditis se
relacionan a un grado mas severo de la enfermedad

4. Describir las caracteristicas clinicas de los pacientes con miocarditis asi
como su comportamiento clinico al momento del diagnostico y en su

seguimiento
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Hipotesis de trabajo.

HO: No hay diferencia en la expresion de CAR en pacientes con
miocarditis en comparacion con grupos controles
H1: Existe una mayor expresion de CAR en pacientes con miocarditis

comparado con grupos controles

HO: No existe relaciéon entre los niveles de expresion de CAR vy la
severidad de la enfermedad
H1: Mayores niveles de CAR se relacionan con el desarrollo de

miocarditis y niveles alin mas altos con severidad de la enfermedad
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Material y métodos.

1. Lugar donde se realizo el estudio.
El estudio se llevo a cabo en el Hospital de Cardiologia del Instituto Mexicano
del Seguro Social, CMN-SXXI con muestras de tejido endomiocardico
disponibles en el Departamento de Patologia. Para su procesamiento
recibimos el apoyo de la Unidad de Investigacion Médica en Enfermedades
Infecciosas y Parasitarias del Hospital de Pediatria del Instituto Mexicano del

Seguro Social, CMN-SXXI.

2. Disefio de la Investigacion.
2.1 Tipo de estudio
a) Por el control de la maniobra: Observacional
b) Por la captaciéon de la informacion: Retrolectivo
c) Por la medicion del fenébmeno en el tiempo: Transversal
d) Por la presencia de un grupo control: Comparativo.

e) Por la direccién del analisis: Efecto a causa.

2.2 Disefo

Estudio basico de casos y controles.
3. Disefio de la muestra.

3.1 Poblaciones de estudio. La poblacion en estudio se constituye por

pacientes de cualquier género, con edad mayor de 18 afos, los cuales son
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derechohabientes del Instituto Mexicano del Seguro Social y fueron
valorados y diagnosticados con Miocarditis en el Hospital de Cardiologia del
Centro Médico Nacional Siglo XXI de acuerdo a los hallazgos histologicos
de biopsias endomiocardicas. A su vez estos fueron clasificados en
subgrupos: 1) pacientes con miocarditis activa (de acuerdo a criterios de
Dallas), 2) pacientes con miocarditis limitrofe, o también considerada
borderline (de acuerdo a criterios de Dallas), y 3) grupo control, muestras de
tejido endomiocéardico considerados normales desde el punto de vista
histoldgico, sin datos histologicos de cardiopatia inflamatoria o isquémica.
De todos los pacientes se cuenta con sus historias clinicas y resultados de
laboratorio y gabinete. Ademas se encuentran en vigilancia y seguimiento
por la consulta externa de nuestro hospital.

En el Departamento de Patologia de nuestro hospital existe registro fisico
del andlisis de biopsias endomiocardicas realizadas, asi como el banco de
muestras incluidas en parafina de dichas biopsias. Cabe mencionar que
dichas biopsias se realizaron en el contexto clinico para lograr un
diagndstico definitivo, por lo que previamente se firmé un consentimiento
informado por dichos pacientes, y en el contexto de nuestra investigacion se
firmo6 un nuevo consentimiento para su utilizacion.

Posteriormente se revisaron los expedientes clinicos correspondientes a los
pacientes de las muestras seleccionadas de acuerdo a los criterios de
inclusion, con el objetivo de obtener datos correspondientes al grado de

severidad de la presentacion clinica.
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Todos nuestros pacientes se encuentran en seguimiento en la consulta
externa de nuestro hospital, la cual es encabezada por el grupo de médicos
adscritos a la Clinica de Insuficiencia Cardiaca. A todos se les realiza una
valoracion clinica integral al mes y posteriormente cada 3-4 meses,
incluyendo la realizaciéon de ecocardiograma de control a intervalos de 4-6

meses.

3.2 Muestra. Las muestras de biopsia endomiocardica de los pacientes se
encontraban disponibles en el Departamento de Patologia del Hospital de
Cardiologia del Centro Médico Nacional Siglo XXI, incluidas en parafina
para su preservacion. De todos los pacientes se tomaron biopsias que se
utilizaron para el diagnostico clinico de la entidad. La presencia de
miocarditis fue diagnosticada por criterios morfolégicos histologicos a través
de microscopia Optica y electrénica de acuerdo a los Criterios de Dallas, asi

como determinacion de marcadores inmunohistoquimicos.

3.3 Grupos de estudio. Para su analisis las muestras se clasificaron en

tres grupos:

a) Grupo con miocarditis activa: muestras de pacientes que fueron
clasificados como hallazgos compatibles con miocarditis activa.

b) Grupo con miocarditis limitrofe: muestras de pacientes que fueron

clasificados como hallazgos compatibles con miocarditis limitrofe.
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c) Grupo control: muestras de miocardio de pacientes que fueron

sometidos a biopsia endomiocardica por cualquier motivo y en quienes
el estudio histopatolégico no es compatible con miocarditis, o bien,
muestras de miocardio procedentes de autopsias en cuya conclusion

histopatolégica fue considerado como normal.

3.4 Criterios de seleccion

3.4.1 Criterios de inclusidon para la muestra.

1.

Hombres y mujeres de edad mayor o igual a 18 afios con diagndstico de
miocarditis por criterios histolégicos e inmunohistoquimicos en muestras
de biopsia endomiocardica

La toma de muestra se realizo durante el inicio del horizonte clinico de
la enfermedad.

Derechohabiente al Instituto Mexicano del Seguro Social.

Pacientes con expediente clinico completo de acuerdo a los datos

necesarios para el analisis de nuestro estudio

3.4.2 Criterios de inclusién para los pacientes con miocarditis activa

1. Iguales que los criterios de inclusion para la muestra en los incisos 1 a 4.

2. Haber sido clasificado con miocarditis activa.

3.4.3 Criterios de inclusion para los pacientes con miocarditis limitrofe

1. Iguales que los criterios de inclusion para la muestra en los incisos 1 a 4.

2. Haber sido clasificados con miocarditis limitrofe.
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3.4.4 Criterios de inclusién para los controles

1. Hombres y mujeres de edad mayor a 18 afios con muestras de
miocardio realizadas por biopsia o autopsia en los cuales se concluyo
histologia del miocardio normal

2. lguales que los criterios de inclusion para la muestra en los incisos 3y 4.

3.4.5 Criterios de exclusion y eliminacion.

Los criterios de exclusion y eliminacion considerados fueron los siguientes

(estos criterios aplican para el objetivo planteado en el presente estudio):

1. Pacientes cuyo diagnostico histopatoldgico fue incierto.

2. Muestras de pacientes con tratamiento a base de farmacos
inmunosupresores o inmunomoduladores por cualquier motivo.

3. Pacientes con historia cardiovascular de cardiopatia isquémica.

4. Pacientes portadores de infecciones virales sistémicas (Hepatitis B,
Hepatitis C, Infeccion por VIH, etc).

5. Pacientes con enfermedades inmunoldogicas e inmunodeficiencias
congénitas o adquiridas.

6. Pacientes con enfermedades oncoldgicas activas

7. No haber obtenido en forma completa la informacién clinica y los
resultados de laboratorio e histopatolégicos necesarios para el analisis

del estudio.

3.4.6 Criterios de severidad de la enfermedad
En un intento por identificar a pacientes con mal pronostico a mediano o

largo plazo, en una patologia con amplio espectro clinico, abarcando desde
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el paciente asintomatico hasta el que cursa con presentacién fulminante,
considerando como punto final primario muerte cardiaca o transplante
cardiaco, se han realizado multiples ensayos clinicos en los cuales se han
podido identificar caracteristicas clinicas las cuales traducen mala
evolucion. Dentro de estas destacan: FEVI <45%, valor elevado de
troponinas, clase funcional NYHA avanzado (IlI-IV), QRS =120 msegq,
presencia de sincope, disfuncién ventricular derecha, hipertension arterial
pulmonar (mMPAP >25 mmHg) o hipertension venosa pulmonar (PCWP >15
mmHg), e hipotensién arterial.

Para objetivo de nuestro estudio consideramos variables cuya obtencién no
requiri6 de estudios invasivos, y se catalogd como mayor severidad de la
enfermedad de acuerdo al nUmero de caracteristicas previas presentes en

los pacientes.

4. Tamaio de muestra.

Dado el caracter exploratorio del estudio, no se contaba con informacion
previa en la literatura para efectuar una estimacion precisa de las
diferencias que se esperaria encontrar en los titulos de CAR en la poblacion
con miocarditis. Por lo que para contestar nuestras preguntas se programo

evaluar:

10 muestras de pacientes con miocarditis activa, 10 con miocarditis limitrofe

y 10 controles.
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5. Definicién y clasificaciéon de las variables.

5.1 Variables independientes
5.1.1 Miocarditis

Definicion conceptual. De acuerdo a la Organizacion Mundial de la Salud

(OMS) / Sociedad y Federacion Internacional de Cardiologia (SFIC) la
definicion de miocarditis incluye criterios histologicos (Dallas) asi como
criterios inmunolégicos e inmunohistoquimicos (35).

La Sociedad Europea de Cardiologia (ESC) definié criterios

inmunohistoquimicos como un infiltrado inflamatorio anormal definido como

214 leucocitos/mm2 incluyendo por lo menos 4 monocitos/mm? con la

presencia de linfocitos T CD3+ 27 células/mm?.

Los criterios de Dallas clasifican la miocarditis en los siguientes espectros:

- Miocarditis activa: Definida como un infiltrado inflamatorio del miocardio
con necrosis y/o degeneracién de miocitos adyacentes no tipicos de dafio
isquémico asociado a enfermedad arterial coronaria. Los infiltrados son
usualmente mononucleares, pero pueden ser neutrofilos vy,
ocasionalmente, eosindfilos.

- Miocarditis limitrofe: Término utilizado cuando el infiltrado inflamatorio es
escaso o el dafio de los miocitos no es demostrado.

Definicion operativa: Clasificacion de las muestras de acuerdo a la

conclusién obtenida por el patélogo certificado que analiz6 la muestra.

Tipo de variable: Nominal.
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5.1.2 Miocardio normal

Definicion conceptual: El tejido miocardico es normal histolégicamente.

Definicién operacional: Muestra clasificada por el patdlogo como normal.

Tipo de variable: Nominal.

5.2 Variables dependientes
5.2.1 Fraccién de Expulsion del Ventriculo Izquierdo (FEVI)

Definicion _conceptual: La funcion sistolica del ventriculo izquierdo es

usualmente valorada por la FEVI en reposo. La FEVI es expresada como la
proporcion del volumen latido del ventriculo izquierdo (volumen diastolico
final menos volumen sistolico final) dividido por el volumen diastélico final,
el valor final se refiere en porcentaje. Su medicibn es generalmente
realizada usando métodos no invasivos, tales como ecocardiograma
bidimensional o tridimensional, ventriculografia con radionuclidos,
resonancia magnética, etc. Entre los pacientes con disfuncion sistolica del
ventriculo izquierdo, el prondstico varia inversamente con la FEVI (36).

Definicién operacional: FEVI obtenida por ecocardiograma transtoracico de

acuerdo a la conclusion del ecocardiografista que realizé el estudio. Para su
analisis dividimos a pacientes con FEVI <45% y pacientes con FEVI >45%,
tomando dichos puntos de corte de acuerdo a resultados referidos en
estudios previos (16).

Tipo de variable: Dicotémica nominal.
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5.2.2 Troponinas

Definicion conceptual: Las troponinas cardiacas | (cTnl) y T (cTnT) son

proteinas cardiacas reguladoras que controlan la interaccion mediada por el
calcio de la actina y la miosina (37). Ambos tienen grupos citosoélicos
(liberables primeramente) y estructurales, con la mayor concentracion de
troponina en el grupo estructural. Tanto cTnl y ¢cTnT son marcadores
especificos de dafio miocardico. El grupo de trabajo de la definicion
universal de infarto 2012 (38) afirma que los laboratorios deben utilizar un
valor de corte del percentil 99 de una poblacién normal de referencia para
definir la presencia de lesién cardiaca. Dado que los niveles de cTnT y cTnl
son indetectables en la mayoria de los sujetos normales, el percentil 99 es
muy bajo (por ejemplo, 0.01 a 0.5 mcg/L).

Definicién operacional: Se gradu6 mediante las unidades reportadas por el

laboratorio, tomando como valores normales los determinados por el
mismo. Tomamos en cuenta dicho parametro por resultados obtenidos en
estudios previos (39).

Tipo de variable: Numérica cuantitativa continua.

5.2.3 Clase funcional

Definicién conceptual: El sistema de clasificacion que se utiliza con mayor

frecuencia para cuantificar el grado de limitacion funcional impuesta por
falla cardiaca es el desarrollado por la New York Heart Association (NYHA)

(40). Este sistema asigna a los pacientes a una de las cuatro clases
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funcionales, dependiendo del grado de esfuerzo necesario para provocar

sintomas:

» Clase | - Pacientes con enfermedad cardiaca sin limitacion de la actividad
fisica. La actividad fisica habitual no causa sintomas de insuficiencia
cardiaca tales como fatiga o disnea.

» Clase Il - Pacientes con enfermedad cardiaca con ligera limitacion de la
actividad fisica. Los sintomas de insuficiencia cardiaca se presentan con
la actividad normal, pero no hay sintomas en reposo.

« Clase lll - Pacientes con enfermedad cardiaca con una marcada limitacion
de la actividad fisica. Los sintomas de insuficiencia cardiaca se presentan
con menos que la actividad fisica normal, pero no hay sintomas en
reposo.

» Clase IV - Pacientes con enfermedad cardiaca con incapacidad para
llevar a cabo cualquier actividad fisica sin molestias. Los sintomas de falla

cardiaca pueden ocurrir incluso en reposo.

Definicion operacional: Se gradud con la escala desarrollada por la NYHA.
Para su analisis dividimos a pacientes con clase funcional I-1l y pacientes
con clase funcional IlI-1V, tomando dichos grupos de acuerdo a resultados
referidos en estudios previos (11).

Tipo de variable: Dicotémica nominal.

5.2.4 Duracion del QRS

Definicién conceptual: La duracion del QRS mayor o igual a 120 mseg es

considerado como prolongado (41).
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Definicion operacional: Se analizé el registro electrocardiografico de

superficie de 12 derivaciones obtenido del expediente clinico de acuerdo a
las recomendaciones para la estandarizacion e interpretacion del
electrocardiograma de AHA/ACCF/HRS. Para su analisis se clasificoO a

pacientes con QRS prolongado (2120 mseg) o QRS normal.

Tipo de variable: Dicotémica nominal (Presente o ausente).

5.2.5 Sincope

Definiciobn _conceptual: El sincope es la pérdida brusca y transitoria de la

conciencia asociada con la ausencia de tono postural, seguida de una
recuperacion espontdnea completa y usualmente rapida (42).

Definicion operacional: Se determind su presencia 0 ausencia como

manifestacion clinica de miocarditis de acuerdo a lo referido en expediente
clinico, tomando como referencia los resultados obtenidos en estudios

previos (43,44).

Tipo de variable: Dicotémica nominal (Presente o ausente).

5.2.6 Disfuncién ventricular derecha

Definicion conceptual: EI movimiento predominante del ventriculo derecho

(VD) es el acortamiento longitudinal, visible como descenso sistolico de la
pared libre basal hacia el &pice. Un movimiento secundario es el
engrosamiento radial, visible (aunque menos facilmente) como
engrosamiento sistélico del miocardio. Los pardmetros ecocardiograficos

cuantitativos utilizados para medir la funcion sistolica del VD (45) son:
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« Excursion sistolica del plano anular tricuspideo (TAPSE): Refleja el
acortamiento longitudinal del VD, se mide en el plano apical de cuatro
camaras mediante la colocacion del cursor en modo M en el anillo
tricuspideo lateral y midiendo la distancia pico recorrida por este punto de
referencia durante la sistole. Una mayor distancia recorrida durante la
sistole implica una mayor funcién sistdlica, el limite de referencia normal
es 21.6 cm.

» Velocidad tricuspidea anular (S’): Refleja el desplazamiento longitudinal
del VD. S' refleja la velocidad longitudinal del anillo tricuspideo durante la
sistole, se mide en la vista apical de cuatro camaras mediante la
colocacién de un cursor Doppler tisular en el anillo tricuspideo lateral y la
medicion de la velocidad pico de este punto de referencia durante la
sistole. Una mayor velocidad durante la sistole implica una mayor funcién
sistolica del VD, el limite de referencia normal es 210 cm/s.

« Cambio de é&rea fraccional (FAC): Es el porcentaje de cambio en el area
del VD de la diastole a la sistole, un sustituto de dos dimensiones para la
fraccion de eyeccion. FAC toma en cuenta el acortamiento longitudinal,
asi como el engrosamiento radial y la contribucién del tabique
interventricular. Se mide en la vista de cuatro camaras apical trazando
manualmente el contorno del VD al final de la diastole y al final de la
sistole. La FAC se calcula restando el area telesistolica del VD al area
telediastdlica del VD y su resultado dividiéndole entre el area
telediastolica del VD, expresado en porcentaje. El limite normal de

referencia es 235%.
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Definicion operacional: Cualquiera de los pardmetros de funcion ventricular

derecha previamente descritos obtenidos por ecocardiograma transtoracico
de acuerdo a la conclusion del ecocardiografista que realiz6 el estudio. Para
su andlisis dividimos a pacientes con presencia 0 ausencia de disfuncion
ventricular derecha (de acuerdo a limites normales de referencia). Dicha
clasificacion enfocada al cumplimiento de los objetivos de nuestro estudio al
igual que en protocolos previos (46).

Tipo de variable: Dicotdbmica nominal.

5.2.7 Hipotension arterial

Definicion conceptual: La hipotension arterial es considerada con valores de

presion arterial sistélica (PAS) menores a 90 mmHg y/o presion arterial
media (PAM) menor a 70 mmHg; o una disminucion de la PAS >40 mmHg
en adultos o menor de dos desviaciones estandar por debajo de lo normal
para la edad (47).

Definicién operacional: Se tomé en cuenta el valor de TAS o TAM registrada

al ingreso. Para su analisis se clasific6 a pacientes con presencia o
ausencia de hipotensién arterial, de acuerdo a los resultados obtenidos en
estudios previos (48).

Tipo de variable: Dicotémica nominal.

5.2.8 Expresién de CAR

Definicién conceptual: Nivel de expresion del gen CAR en las muestras de

tejido endomiocardico de pacientes con miocarditis y sujetos controles.
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Definicién operacional: La expresion relativa de CAR fue calculada de la
division de la expresion del gen CAR y el nivel de gen GAPDH determinado
para cada muestra, ambos determinados por qRT-PCR.

Tipo de variable: Numérica cuantitativa continua.

6. Métodos.

6.1 Desparafinacion

De las muestras embebidas en parafina se cortaron 5 secciones de 10
micrometros. Entre cada corte se limpié la cuchilla del microtomo para
remover ribonucleasas. Se elimino el exceso de parafina alrededor del corte
con una navaja de bisturi. Los primeros dos cortes se eliminaron. Los cortes
recientes se colocaron inmediatamente en un microtubo y se cerraron. Las
muestras se procesaron inmediatamente debido a que la humedad y el aire
pueden degradar parte del RNA. Al bloque recién cortado se le coloc6 una
capa de parafina para que el tejido no esté en contacto con el aire 0 se
cubrié con papel parafilm.

Al microtubo con los 5 cortes se agregd 1 ml de xilol. Posteriormente se
incubd dos veces 3 minutos a 42 °C con agitacion. Entre cada ocasion se
centrifugé por 5 min y se eliminé el sobrenadante. El tejido se lavo con 1 ml
de etanol absoluto 3 veces por 3 min a temperatura ambiente con agitacion.
Se centrifug6 en cada ocasion a maxima velocidad (14000 rpm). El etanol
residual se dej6é evaporar por 5 minutos a temperatura ambiente o hasta

que el tejido estuvo completamente seco.

34



6.2 Digestién de los tejidos
Al tejido se agrego 350 pl de bufer de digestion (Tabla 3) por muestra y se

incubd a 42 °C hasta que el corte se digirid y se observo sin tejido (el

tiempo varié de acuerdo al tiempo de fijacion y edad del bloque).

Tabla 3. Bufer de digestion

Reactivo o Concentracion Concentracién Volumen por
solucion Solucién Stock final por muestra muestra
Tris_HCI pH 7.8 1M 20mM 7
EDTA 0.5M 10 mM 7 pl
Proteinasa K 20 mg/ml 500 pg/ml 11 pl
SDS 10 % 1% 35 ul
H20 DEPC 290 ul
Volumen total 350 pl

Si después de las primeras 24 horas todavia existia mucho tejido se agrego
5 pl de proteinasa K (20 mg/ml). También se puedo facilitar la disgregacion
de los tejidos mediante métodos fisicos como maceracion dentro del mismo

tubo con un pistilo. En promedio la incubacion fue de 48 horas.

6.3 Extraccién de RNA total
De los tejidos degradados se procedié a extraer el RNA total usando el
método de fenol &cido. Brevemente, a la solucion lisada se agregd 500 pl

de fenol-acido pre-calentado a 65°C (fase no organica inferior). Se agit6é en
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vortex e incubdé 5 min a 65°C. Nuevamente se agitd en vortex y se
centrifugo a 14,000 rpm por 5 min a temperatura ambiente. La fase acuosa
se paso6 a un microtubo limpio donde se agrego 1 ml de etanol absoluto frio.
Nuevamente se agitdo en vortex y se incub6 minimo 30 min a -70°C para
precipitar el RNA. Se centrifugd a 14,000 rpm por 10 minutos a 4°C y se
decantd. Al precipitado obtenido se afiadié 1 ml de etanol al 70% frio y se
centrifugé a 12,000 rpm por 2 min a 4°C. Nuevamente se decantd y se
resuspendio la pastilla en 400 pl de solucién A (Tabla 4). Se agité en vortex
y se repitid la extraccion con etanol absoluto. La pastilla se seco en el
secador Speedvac (15-20 minutos aproximadamente, hasta que estuvo

completamente seco). La pastilla se resuspendié en 30 pl de agua DEPC.

Tabla 4. Solucion A (Solucién de lisis)

Reactivos o solucidn Volumen () Concentracion

final
Agua DEPC 910 0.5%
SDS 10% 50 20 mM
Acetato de Sodio 1M 20 10 mM
EDTAO0.5M 20
Volumen final 1000 pl
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6.4 Tratamiento con DNasa turbo para qRT-PCR

Se procedié a usar el paquete comercial de eliminacion de DNA celular,
para evitar contaminacion en la reaccion de PCR, usando el paquete
comercial DNasa Turbo (Ambion catalogo AM1907), siguiendo las
indicaciones del fabricante. Se determind la concentracion en un equipo
Nanodrop y la pureza mediante una electroforesis en gel de agarosa. El

RNA se guardd hasta su analisis a -70°C

6.5 Expresion de CAR por RT-PCR en tiempo real (QRT-PCR)

Para determinar la expresion de los genes de CAR en las muestras, se
realizaron ensayos de RT-PCR en tiempo real. EI RNA obtenido por cada
muestra sirvi6 como templado para la reaccion de transcriptasa reversa
usando un paquete comercial de fermentas (Paquete comercial cDNA
Synthesis, catalogo K1612). EI cDNA generado fue usado para la reaccion
de PCR en tiempo real usando un termociclador LightCycler® 480 de Roche
y los siguientes pares de iniciadores (34):

Para el gen CAR:

5-GCCCACTTCATGGTTAGCAG-3'y 5-TACGGCTCTTTGGAGGTGGC-3'
Y para el gen constitutivo GAPDH:

5-GAAGGTGAAGGTCGGAGTC-3'y 5-GAAGATGGTGATGGGATTTC-3'
Para la amplificacion, se emple6 el paquete comercial para PCR en tiempo
real LightCycler® 480 SYBR Green | Master (Roche). La reaccién de PCR
se llevo a cabo en un volumen final de 10 pl, conteniendo 1.5 yl de agua

estéril grado molecular incluida en el paquete comercial, 0.5 pl de cada uno
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de los iniciadores correspondientes a una concentracion de 20 uM, 2.5 ul de
cDNA a la dilucién correspondiente y 5.0 ul de la mezcla de SYBR Green |
Master 2X el cual contiene FastStart Taq DNA Polimerasa, amortiguador de
reaccion, mezcla de dNTP’s, fluorocromo SYBR Green | y MgCl.. Cada
muestra se evalué por duplicado. Con la mezcla de reaccion se llend cada
pozo de la placa, se sell6 con una lamina plastica adherente y se colocé en
el equipo LightCycler® 480 (Roche). La expresion relativa de CAR fue
calculada entre la expresion de CAR y el nivel de gen GAPDH determinado
para cada muestra.

Para la cuantificacion relativa se uso el andlisis avanzado (cuantificacion
relativa avanzada), por eficiencia; de acuerdo al modelo matematico de
Pfaffl (49), donde se determina la cuantificacion relativa de un gen de
interés en diferentes condiciones (en este caso la expresion del gen de
CAR en cada muestra de Miocarditis activa comparada con la expresion de
este mismo gen en el grupo control sin miocarditis 6 en el grupo Miocarditis
limitrofe); la relacion entre la expresion relativa (R) del gen de interés es
calculada en base a la eficiencia (E) de la reaccién (la cual se obtiene al
someter tres diluciones seriadas base 10 del cDNA) y la diferencia de los
puntos de cruce (ACP, del inglés crosing points) de una muestra de
Miocarditis activa versus una muestra control 6 una muestra del grupo
miocarditis limitrofe. EI gen GAPDH se utiliz6 como normalizador de la
expresion genética. El equipo LightCycler® 480 cuenta con los programas
matematicos para llevar a cabo automaticamente el célculo de la

cuantificacion relativa avanzada.
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7. Analisis estadistico de los datos.
El anadlisis de los datos consistio de las siguientes etapas:
7.1 Anélisis inicial.
Se procedi6 a analizar la distribucion de las frecuencias de las diferentes
variables consideradas en el estudio, utilizando para ello las medidas de
resumen apropiadas a cada variable de acuerdo al nivel de medicion y tipo
de distribucion. La consistencia en la medicion de los ensayos se realizara
mediante el coeficiente de variacion.
7.2 Andlisis de las variables estudiadas.
Las diferencias en la expresion de CAR de los tres grupos se compararan
con ANOVA de una via y prueba a posteriori con el método de Scheffé o
Tukey (porque son pareadas), en caso de no mostrar los datos una
distribucion normal se utilizara el ANOVA no paramétrico de Kruskall-Wallis
y como prueba posteriori la U de Mann-Whitney. La relacion entre la
produccion y severidad por el coeficiente de correlacion de Pearson.
Durante este ultimo proceso e independientemente de la significancia

estadistica se determinard el poder del estudio.

El nivel de significancia estadistica en todos los casos fue una p < 0.05

bimarginal para una hipétesis nula.
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Aspectos Eticos.

Como el estudio no contemplé toma de muestras, ya que las muestras se tenian
en bloques de parafina, sin ninguna otra intervencion, previo consentimiento
informado, no presentd conflictos éticos. Por tal motivo nuestro protocolo fue
considerado como investigacion sin riesgo, de acuerdo a la clasificacion del
Reglamento de la Ley General de Salud en Materia de Investigacion para la Salud,
Titulo segundo De los Aspectos éticos de la investigacion en seres humanos,

Articulo 17.

Si durante la realizaciéon del estudio o como parte de los resultados se encontraron
datos que pudiesen tener implicacion en el tratamiento o evolucién de la
enfermedad, inmediatamente se hicieron del conocimiento de la persona en
estudio. Todo el tiempo se mantuvieron en anonimato los datos personales de los
sujetos implicados; a las muestras obtenidas se les asign6 un numero de folio
consecutivo, mientras que los datos personales asi como los datos clinicos de los
sujetos en estudio se mantuvieron en archivos individuales los cuales fueron
resguardados por el investigador responsable, de tal forma que durante los
procesos de analisis de muestras y resultados no hubo posibilidad de hacer
coincidir dicha informacion. Para poder participar en este protocolo se tuvo que
firmar previamente un consentimiento informado, documento que fue leido por la
persona potencialmente elegible, despejando todas las dudas existentes al
momento de la firma; dicha autorizacion fue obtenida por cualquiera de los

investigadores asociados.
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Los aspectos de bioética se llevaron a cabo de acuerdo a los lineamientos
dictados por el Codigo de Bioética para el personal de salud 2002, Capitulo VII,
Bioética en la investigacion en salud; del Reglamento de la Ley General de Salud
en Materia de Investigacion para la Salud, Titulo segundo De los Aspectos éticos
de la investigacion en seres humanos; asi como a la Declaracion de Helsinki

vigente.

Aspectos de bioseguridad.

En la UIMEIP (Unidad de Investigacion Médica en Enfermedades Infecciosas y
Parasitarias) se cuenta con la infraestructura para el procesamiento de las
muestras. Los aspectos de bioseguridad en el laboratorio se llevaron a cabo de
acuerdo a los lineamientos dictados por la Ley General de Salud (2012) Titulo
quinto en investigacion para la salud, articulo 96-103 y al Reglamento de la Ley
General de Salud en materia de investigacion para la Salud. También manifiesto
gue existe evidencia documental auditable de que: a) Se cuenta con los permisos
y/o licencias oficiales que se requirieron para llevar a cabo el trabajo propuesto; b)
Las instalaciones de los laboratorios involucrados se encuentran en estado
satisfactorio de operacion y fueron adecuadas para llevar a cabo el trabajo
propuesto; c¢) El equipo utilizado se encuentra en estado satisfactorio de
operacion; d) Existen dispositivos personales de proteccién que se encuentran en
estado satisfactorio de operacion; e) Los involucrados en el proyecto, recibieron la

capacitacién necesaria para trabajar con el material sefialado anteriormente; f) Se
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mantuvieron las condiciones adecuadas de instalaciones, equipo y personal

durante el desarrollo del proyecto.

Al trabajar con muestras de tejido cardiaco que previamente fueron sometidas a
procesamiento para incluirlas en parafina para su preservacion, no se requirié de
un manejo especial de bioseguridad para dichas muestras. Sin embargo en el
procesamiento desde la muestra en parafina hasta la obtencion de CAR por gRT-
PCR se requirid de la utilizacién de sustancias téxicas, peligrosas o explosivas,
tales como xilol, etanol absoluto, EDTA, fenol-acido, etanol al 70%, etc., por lo que
su manejo se llevé a cabo de acuerdo a la Norma Oficial Mexicana NOM-007-
SSA3-2011, Para la organizacion y funcionamiento de los laboratorios clinicos; asi
como a Norma Oficial Mexicana NOM-005-STPS-1998, Relativa a las condiciones
de seguridad e higiene en los centros de trabajo para el manejo, transporte y
almacenamiento de sustancias quimicas peligrosas. En el Anexo 1 se resumen las
principales sustancias peligrosas, su propiedades fisicas, dafios a la salud asi

como las medidas de precaucion para su manejo.

El hospital de Pediatria, al contar con instalaciones para el funcionamiento de
laboratorios clinicos y de investigacion, cuenta con protocolos bien establecidos
para lograr el manejo adecuado de los Residuos Peligrosos Quimicos (CRETIs),
tomando como marco legal la Norma Oficial Mexicana NOM-052-
SEMARNAT-2005, Que establece las caracteristicas, el procedimiento de
identificacion, clasificacion y los listados de los residuos peligrosos; asi como
Norma Oficial Mexicana NOM-010-SCT2/2003, Disposiciones de compatibilidad y

segregacion, para el almacenamiento y transporte de substancias, materiales y
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residuos peligrosos. La recoleccién y transporte interno de CRETIs, hacia el area
de almacenamiento temporal, se encuentra a cargo de personal previamente
capacitado que cuenta con el equipo de seguridad necesario para el desarrollo de
dicha actividad; se cuenta con horarios, dias y rutas bien disefladas para su
realizacion. Los residuos recolectados son depositados en el almacén temporal de
residuos peligrosos, acondicionado segun la normatividad vigente y
posteriormente entregados a empresas de recoleccion y transporte externo,
especializadas y autorizadas tanto por la Secretaria del Medio Ambiente y
Recursos Naturales (SEMARNAT), como por la Secretaria de Comunicaciones y

Transportes (SCT), para realizar estas actividades.
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Resultados.

Se analizaron un total de 26 casos que fueron diagnosticados con la enfermedad a
estudiar en un periodo comprendido entre el afio 2009 y 2015, de los cuales 16
corresponden a pacientes clasificados con miocarditis activa y 10 con miocarditis
limitrofe; la Tabla 5 resume las caracteristicas principales de ambos grupos.

El grupo de pacientes con miocarditis activa esta conformado por 50% de género
masculino y 50% de género femenino con un promedio de edad de 35.3 afios
(rango de 17-57 afios) y el grupo de miocarditis limitrofe por nueve hombres y una
mujer con un promedio de edad de 33.2 afios (rango de 17-58 afos).

En el grupo de miocarditis activa un solo caso tenia dislipidemia (6.2%),
tabaquismo activo en seis casos (37.5%), un ex-fumador (6.2%) y obesidad en dos
casos (12.4%), con una mediana de un factor de riesgo cardiovascular por
paciente (rango de 0-2); mientras que en el grupo de miocarditis limitrofe un caso
con diabetes mellitus (10%), tres con hipertensién arterial sistémica (30%), cuatro
con dislipidemia (40%), cinco con tabaquismo activo (50%) y dos con obesidad
(20%), con una mediana de un factor de riesgo cardiovascular por paciente (rango
de 0-4).

De la poblacion estudiada 53.9% tenian antecedente de infeccidn reciente, de los
cuales 85.7% eran de origen respiratorio y el restante de origen gastrointestinal;
con similar porcentaje de casos en cada grupo (56.2% en miocarditis activa y 50%
en miocarditis limitrofe).

El cuadro clinico de presentacion al momento en que se realizé el diagndstico

comprendié la presencia de los siguientes sintomas principales: disnea (57.7%),
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dolor toracico (61.5%), palpitaciones (26.9%) y sincope (26.9%), los cuales se
presentaron aislados o en combinacion de hasta 3 de ellos. El sintoma principal en
el grupo de miocarditis activa fue el dolor toracico (62.5% de los casos), mientras
gue en miocarditis limitrofe fue la disnea (80% de los casos). Solo tres casos
presentaron hipotension al momento de su ingreso, y hasta el 26.9% de la
poblacion tenia a la exploracion fisica datos compatibles con falla cardiaca.
Respecto a los estudios de laboratorio, el 43.7% de los casos con miocarditis
activa presentaron elevacion de Troponina tomando como limites de referencia los
establecidos por el laboratorio de nuestro hospital, asi como el 40% del grupo de
miocarditis limitrofe; observandose mayores niveles de dicho biomarcador en el
primer grupo, del mismo modo que lo hace la enzima CPK-MB.

Del total de la poblacién objetivo de estudio el 38.5% presento QRS prolongado en
el electrocardiograma con rangos de duracién de QRS desde 120 mseg hasta 170
mseg. El 23% presenté algin grado de blogueo auriculoventricular siendo la
principal manifestacion el bloqueo AV completo (83.3%), de los cuales cinco casos
requirieron la colocacion de marcapasos definitivo en el seguimiento. Hasta el
38.5% debuté con taquiarritmias siendo el grupo de taquicardia ventricular no
sostenida/extrasistolia ventricular la mas frecuente (60%), las cuales se
presentaron principalmente en el grupo de miocarditis activa (80%).
Ecocardiograficamente el 50% de la poblacion de ambos grupos presentaron FEVI
<45%, observandose valores de FEVI discretamente menores en el grupo de
miocarditis activa. Por otro lado solo el 15.4% de la poblacion tenia datos de
disfuncion ventricular derecha, presentandose principalmente en el grupo de

miocarditis limitrofe (75%).
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Los pacientes con miocarditis activa presentaron una mediana de dos indicadores
de severidad de la enfermedad, con rangos que van desde cero hasta cuatro; del
mismo modo el grupo de miocarditis limitrofe presentd una mediana de dos
factores de mal prondéstico pero con rangos de cero a cinco factores, en diferentes
combinaciones.

El tratamiento que recibieron nuestros pacientes se basa principalmente en una
combinacion de medidas generales, farmacos destinados al manejo sindromatico
dictado por la presencia o no de falla cardiaca, farmacos inmunosupresores,
algunos medicamentos antiarritmicos e incluso inotrépicos y vasopresores. Los
medicamentos mas utilizados fueron IECA (Inhibidores de la Enzima Convertidora
de Angiotensina) o ARA Il (Antagonistas del Receptor de Angiotensina Il) en el
65% de los pacientes, diuréticos de asa en el 50%, [B-blogueadores 73%,
antagonistas de aldosterona 54%, esteroides intravenosos 69%, esteroides orales
85% y azatioprina 80%.

La mediana para el tiempo de seguimiento de los pacientes es de 12 meses, con
un rango de 1-72 meses, mismo que esta principalmente determinado por el
momento en el que se realizo el diagnéstico.

Respecto a los niveles de CAR, aln se encuentra en etapa de estandarizacion

para la obtencion de dicha variable.
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Tabla 5. Caracteristicas generales de la poblacion estudiada

Caracteristicas

Miocarditis activa

Miocarditis limitrofe

NUmero de casos

Género

Masculino
Femenino

Edad promedio (afios)

Factores de riesgo cardiovascular

Diabetes mellitus

Hipertension arterial sistémica
Dislipidemia

Tabaquismo

Indice de masa corporal promedio (kg/m?)

Antecedente de infeccion reciente

Vias respiratorias
Gastrointestinal

Cuadro clinico de presentacion

Disnea

Dolor toracico
Palpitaciones
Sincope

Clase funcional (NYHA) al ingreso

CF I-lI
CF 1-1Iv

Hallazgos fisicos a la exploracién

Frecuencia cardiaca promedio (Ipm)
Hipotension
Datos compatibles con falla cardiaca

Laboratorios

Troponina maxima promedio (ng/ml)
CPK total maxima promedio (U/L)
CPK-MB total maxima promedio (U/L)

Hallazgos electrocardiograficos

QRS prolongado (>120 mseq)
Blogueos AV
Taquiarritmias

Hallazgos ecocardiogréaficos

FEVI promedio (%)
FEVI <45%
Disfuncién ventricular derecha

16

8
8

35.3 (17 - 57)

NP, OO

26.67 (18.82 - 39.41)

84.3 (30 - 130)
1
4

5.3 (0.05 - 30)

653 (56 - 2444)
216 (4 - 391)

o0~ O

40.3 (13 - 63)
8

1

10

9
1

36.9 (17 - 58)

O, WwWER

27.53 (23.42 - 33.96)

[@Né)]

N~ O

76.4 (40 - 117)
2
3

3.03 (0.01 - 15.7)
797.2 (57 - 1966)
50.37 (1 - 138)

NN B

42 (15 - 70)
5
3
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Discusion.

La miocarditis es una entidad clinica con formas de presentacion muy variables,
en un espectro que incluye a pacientes asintomaticos no diagnosticados hasta
personas que debutan con muerte subita cuyo diagndstico se realiza post-mortem,
pasando por cuadros clinicos compatibles con sindrome isquémico coronario
agudo o falla cardiaca en diferentes grados. De forma similar a lo reportado en
otras series (6), nosotros documentamos que las principales manifestaciones
clinicas en pacientes sintomaticos son dolor toracico, disnea, palpitaciones y
sincope, en dicho orden de frecuencia.

En la literatura mundial se reporta el antecedente de infeccion reciente como uno
de los principales factores predisponentes para el desarrollo de miocarditis; en
mas de la mitad de nuestra poblacion se pudo identificar la presencia dicho factor,
principalmente de vias respiratorias, cifra muy similar a la obtenida por Guillén y
colaboradores (2).

De forma contraria al tratamiento habitual establecido para la miocarditis en otros
centros hospitalarios, mas del 80% de nuestros pacientes recibieron alguna
terapia con inmunosupresores aunado al tratamiento sindromatico. Observamos
gue con dicho manejo el total de la poblacién estudiada se encuentran libres de
resultados tales como mortalidad o transplante cardiaco en el seguimiento. El
tratamiento de los pacientes con miocarditis es muy discutido, ya que el uso de
inmunosupresion y/o inmunomodulacion no es generalmente aceptado. Desde
luego por las limitacion de este estudio, dado que no fue planeado para evaluar el

tratamiento y nuestra intencion es unicamente describir el manejo que recibieron
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nuestros pacientes, no es posible establecer la eficacia y seguridad del mismo. Se
requiere un estudio sistematico apropiado para determinar el desempefio del

manejo inmunomodulador como tratamiento de la miocarditis.

49



Grafica 1. Arritmias presentes por grupo de estudio
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TV: Taquicardia ventricular. TVNS o EV: Taquicardia ventricular no sostenida/Extrasistolia
ventricular. TSV: Taquicardia supra ventricular. TSVNS o ESV: Taquicardia supraventricular no
sostenida/Extrasistolia supraventricular.

Grafica 2. Criterios de severidad presentes por grupo de estudio
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M Miocarditis limitrofe
Hipotension arterial

0 3 6 9 12

Numero de pacientes

FEVI: Fraccion de expulsién del ventriculo izquierdo. CF: Clase funcional. VD: Ventriculo derecho.
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Grafica 3. Medicamentos mas utilizados por grupo de estudio
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IECA: Inhibidores de la Enzima Convertidora de Angiotensina. ARA Il: Antagonistas del Receptor
de Angiotensina Il. 1V: Intravenoso. VO: Via oral.
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Conclusiones.

- La miocarditis es una entidad clinica poco frecuente, con amplio espectro clinico
lo cual hace dificil su diagnéstico y serias repercusiones en el estado funcional
de los pacientes a largo plazo, aunado al impacto econémico y social que esto
representa.

- Nuestro estudio es de gran valor clinico pues toda nuestra poblaciéon tiene
biopsia endomiocardica con diagnéstico histopatolégico de miocarditis, estandar
de oro actual para su diagnaostico.

- El tratamiento que se otorga a los pacientes con miocarditis en nuestro hospital
tiene buen resultado a largo plazo, sin embargo es necesario realizar estudios

encaminados a valorar su eficacia y seguridad.
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Anexos.

Anexo 1. Sustancias toxicas, peligrosas o explosivas.

SUSTANCIAS
SUSTANCIA PR%PS”IECDAASDES PELIGROS PARA LA SALUD PIEI\ILC'EEBISE PRE&“GUSFL%\‘AEDS Dz QUIMICAS
INCOMPATIBLES
Etanol Liguido volatil Nocivo en caso de Muy inflamable. Mantener el recipiente bien Reacciona
CH3CH20H incoloro con un ingestion. Irritante Temperatura de cerrado y alejado de las fuentes | violentamente con
ligero olor ocular. Puede afectar al sistema | inflamacién: 12 °C de ignicion. oxidantes fuertes.

caracteristico.
Punto de fusion:
-117 °C. Punto
de ebullicion:
79 °C. Miscible
con el agua.

nervioso central.

Intervalo de
inflamabilidad:
3-19%.

El etanol (alcohol etilico, C2H50H) y el 2-propanol (alcohol isopropilico, (CH3)2CHOH) tienen propiedades desinfectantes similares. Son activos contra las formas
vegetativas de las bacterias, los hongos y los virus con envoltura lipidica, pero no contra las esporas. Su accién sobre los virus sin envoltura lipidica es variable.
Para conseguir la maxima eficacia deben utilizarse en concentraciones acuosas de aproximadamente un 70% (v/v): las concentraciones mas altas o mas bajas
pueden no tener tanto poder germicida. Una de las grandes ventajas de las soluciones acuosas de alcoholes es que no dejan residuo alguno en los objetos
tratados. Las mezclas con otros agentes son mas eficaces que el alcohol por si solo; por ejemplo, el alcohol al 70% (v/v) con 100 g/l de formaldehido, o el alcohol
con 2 g/l de cloro libre. Las soluciones acuosas de etanol al 70% (v/v) pueden utilizarse en la piel, las superficies de trabajo de las mesas de laboratorio y las
CSB, asi como para sumergir pequefias piezas de instrumental quirdrgico. Dado que el etanol puede secar la piel, a menudo se mezcla con emolientes. Las
friegas de alcohol se recomiendan para descontaminar manos ligeramente sucias en situaciones en las que no es posible o practico lavarlas. Sin embargo, hay
que recordar que el etanol no tiene actividad contra las esporas y quiza no mate todos los tipos de virus sin envoltura lipidica. Los alcoholes son volatiles e
inflamables y no deben utilizarse en las proximidades de llamas desnudas. Las soluciones de trabajo deben almacenarse en recipientes apropiados para evitar la
evaporacion. Los alcoholes pueden endurecer el caucho y disolver ciertos tipos de cola. El inventario y el almacenamiento apropiados del etanol en el laboratorio
son sumamente importantes con el fin de evitar que se use para aplicaciones distintas de la desinfeccion. Los frascos que contengan soluciones con alcohol
deben rotularse con claridad para evitar que sean tratados en la autoclave.

Fenol
C6H50H

Cristales incoloros o
de color rosa palido
de olor caracteristico.
Punto de fusion: 41
°C.

Punto de ebullicion:
182 °C. Soluble

La sustancia y sus vapores son
causticos para los ojos, la piel y
las vias respiratorias y

provocan quemaduras graves. Es
absorbido por la piel. Trastornos
del sistema nervioso central y
coma. Lesiones hepaticas y

Temperatura de
inflamacion:

80 °C. Intervalo
de inflamabilidad:
1,7-6%.

No respirar los vapores; utilizar
proteccion respiratoria. Evitar el
contacto con los ojos y la piel.
Trabajar bajo campana
extractora de vapores. Usar
guantes de nitrilo y proteccién
ocular. En caso de contacto con

Reacciona con
oxidantes, con
peligro de incendio y
explosion.

en agua. renales. Sintomas: dolor los ojos, lavar de inmediato con
abdominal, agua y acudir al médico. En caso
vémitos, diarrea, irritacion de la de contacto con la piel, quitar la
piel, dolor ocular. El contacto ropa contaminada y extender
prolongado con soluciones sobre la zona afectada glicerol,
diluidas puede causar dermatitis. polietilenglicol 300 o una mezcla
de polietilenglicol (70%) y alcohol
desnaturalizado (30%), y
después enjuagar con agua.
Xileno (mezcla | Liquido Puede afectar al sistema nervioso | Liquido Evitar el contacto con los ojos. | Puede contener
de isbmeros) incoloro de olor central, produciendo cefaleas, | inflamable. Usar guantes de nitrilo y | etilbenceno como
C6H4(CH3)2 fuerte. Punto mareos, fatiga y nauseas. El | Temperatura de proteccion ocular. Mantener el | impureza. El
Dimetilbenceno | de fusion: -95 liquido y los vapores irritan los | inflamacion: envase bien cerrado y alejado de | etilbenceno es un
a-13 °C. ojos, piel, mucosas y vias | 27-32°C. fuentes de ignicion. posible
Punto de respiratorias. Nocivo en caso de carcinégeno para
ebullicion: 136— ingestion. El contacto prolongado el ser humano.
145 °C. puede producir lipdlisis cutanea.
Insoluble en Trastornos neurolégicos
agua. inespecificos. La exposicion

puede agravar las lesiones
auditivas provocadas por la
exposiciéon al ruido. Las pruebas
en animales indican que es toxico
para la reproducciéon o el
desarrollo humanos.
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SUSTANCIAS

SUSTANCIA PR?:?SIFC?:SDES PELIGROS PARA LA SALUD PE\ILCI:(EESI([;E PREg?gS&?[’)\IES RIS QUIMICAS
INCOMPATIBLES
Acetato de | Polvo cristalino | Enrojecimiento de piel y ojos. Combustible Evitar las llamas. Utilizar guantes | Se descompone al

sodio
C2H3NaO2 /
CH3COONa

higroscépico, blanco.
Punto de fusion:
328°C. Densidad: 1,5
g/cm3. Solubilidad en
agua, g/100 ml a
20°C: 46,5

protectores, gafas ajustadas de
seguridad. No comer, ni beber, ni
fumar durante el trabajo.

calentarla
intensamente y en
contacto con &acidos
fuertes produciendo
vapores de &acido
acético. Reacciona
violentamente con
oxidantes fuertes. La
disolucién en agua es
una base débil.

EDTA. Acido
Tetracetico
Etilen Diamina
((HOCOCH2)2N
CH2)2

Polvo blanco,
cristalino, sin olor.
Punto de fusidn:
220°C. Punto de
ebullicién: 247°C.
Solubilidad en agua:
0.5g/La25°C

Puede causar irritacion en el
tracto digestivo, puede causar
reaccion alérgica. Puede provocar
Irritacion en los ojos, piel y vias
respiratorias.

Este material no se
enciende

Utilizar Guantes de Latex, Lentes
de seguridad, Pechera, camisa
manga larga, Mascarillas con
cartuchos para vapores acidos y
polvos aprobados por OSHA en
29 CFR 1010.134

Agentes oxidantes
fuertes, Bases
fuertes, Cobre

y Aluminio
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Anexo 2. Carta de consentimiento informado para pacientes con miocarditis.

INSTITUTO MEXICANO DEL SEGURO SOCIAL ‘

- : Unidad de Educacion, Investigacion y Politicas de Salud
M E x I ( O ' el Coordinacioén de Investigacién en Salud E

UMAE Hospital de Cardiologia/ UMAE Hospital de Pediatria

GORMERNO DF 1A REPUBLICA g ) - . . . :
W A Clinica de Insuficiencia Cardiaca/UIM en Enfermedades Infecciosas y
‘ Parasitarias

CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA PARTICIPACION EN UN ESTUDIO DE INVESTIGACION

México, Distrito Federal a de de 201

Proyecto: Expresion del Receptor Adenovirus-Coxsackievirus (CAR) identificado por RT-PCR en tiempo real en tejido endomiocdrdico de pacientes con
miocarditis.

Lo estamos invitando a participar en un proyecto de investigacion que tiene como propésito evaluar si la presencia y niveles de una proteina (proteina
CAR) en las muestras de tejido cardiaco de personas que tienen Miocarditis (inflamacién del corazén causada generalmente por un virus) es distinta a
la de personas con corazén normal. También queremos evaluar si la cantidad de proteina varia de acuerdo a la gravedad de la miocarditis. Se le hace
esta invitacion porque a usted se le detectd Miocarditis. Su participacion en el estudio es totalmente voluntaria, por favor lea la informacion que se
encuentra a continuacion, haga las preguntas que usted considere antes de tomar una decision.

Su participacion en el estudio consistird en autorizar que una fraccion de la biopsia (toma de tejido cardiaco) que le fue realizada como parte del
estudio para detectar la Miocarditis sea utilizada por nosotros, le aclaramos que esta fraccion serd “sobrante”, esto es, la muestra que nos sea
proporcionada por el servicio que las conserva, no interfiere con su diagndstico o tratamiento. También contestard en una sola ocasion a unas
preguntas relacionadas a su enfermedad y algunos antecedentes ambientales y familiares; responder estas preguntas tomara un tiempo no mayor a
cinco minutos.

No existe ningun riesgo por su participacion en el estudio ya que no le haremos ninguin procedimiento, ni toma de muestras adicionales vy el
cuestionario no contiene preguntas que lo pudieran hacer sentir incomodo.

Si bien usted no recibird un beneficio directo al participar en el estudio, los resultados permitirdn conocer si la proteina CAR se asocia con la
miocarditis y con la forma en que la enfermedad se presenta, lo que pudiera ser de utilidad en el futuro para otros pacientes con Miocarditis.

Su participacion en este proyecto es voluntaria y su deseo de participar o no hacerlo, no tendrdn ninguna implicacién en la atencién médica que usted
recibe por parte de nuestra institucion.

Para asegurar que sus datos permaneceran confidenciales en este proyecto, le informamos que sus muestras se marcaran con cédigos (un nimero
consecutivo), separados de sus datos personales y clinicos, por lo que quién las maneje no tendra posibilidad de identificarlo, lo que garantiza que sus
datos y los resultados siempre serdn confidenciales y no se dardn a conocer a otras personas, ni se mencionaran en cualquier publicacién de los
resultados.

En caso de dudas o aclaraciones relacionadas con el estudio podra dirigirse con el Dr. Gustavo Eduardo Garcia Becerril Tel. 56 27 69 40 Extension
22209. En un horario de Lunes a Viernes de 7:00 a 13:30 H.

En caso de dudas sobre sus derechos como participante en un estudio de investigacion puede comunicarse al 56276900 ext. 21230 de 8 a 16 horas, o
al correo electrénico: comite.eticainv@imss.gob.mx

Declaracién de consentimiento informado:

Se me ha explicado con claridad en qué consiste este estudio, ademas he leido (o alguien me ha leido) el contenido de este formato de
consentimiento. Se me ha dado la oportunidad de hacer preguntas y todas mis preguntas han sido contestadas a mi satisfaccion. Se me ha dado una
copia de este formato.

Al firmar este formato estoy de acuerdo en participar en la investigacion que aqui se describe.

Nombre y firma del Participante Fecha

Firma del encargado de obtener el consentimiento informado
Le he explicado el estudio de investigacion al participante y he contestado todas sus preguntas. Considero que comprendié la informacién descrita en
este documento y libremente da su consentimiento a participar en este estudio de investigacion.

Nombre y firma del encargado de obtener el consentimiento informado Fecha

Firma de los testigos
Mi firma como testigo certifica que el/la participante firmé este formato de consentimiento informado en mi presencia, de manera voluntaria.

Nombre, firma y direccion del Testigo 1 Parentesco con participante Fecha
Nombre, firma y direccidn del Testigo 2 Parentesco con participante Fecha
IMSS

SEGURIDAD Y SOLIDARIDAD SOCIAL
En caso de dudas o aclaraciones sobre sus derechos como participante podra dirigirse a: Comision de Etica de Investigacion de la CNIC del IMSS:
Avenida Cuauhtémoc 330 4° piso Bloque “B” de la Unidad de Congresos, Colonia Doctores. México, D.F., CP 06720. Teléfono (55) 56 27 69 00
extension 21230, Correo electrénico: comision.etica@imss.gob.mx
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Anexo 3. Carta de consentimiento informado para pacientes controles.

INSTITUTO MEXICANO DEL SEGURO SOCIAL ‘

- - Unidad de Educacioén, Investigacién y Politicas de Salud
M E * l( O ) Coordinacién de Investigacion en Salud E

UMAE Hospital de Cardiologia/ UMAE Hospital de Pediatria

GOBIERNO DF 1A REPUBLICA o - L ’ )
e Clinica de Insuficiencia Cardiaca/UIM en Enfermedades Infecciosas y
Parasitarias

CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA PARTICIPACION EN UN ESTUDIO DE INVESTIGACION

México, Distrito Federal a de de 201

Proyecto: Expresion del Receptor Adenovirus-Coxsackievirus (CAR) identificado por RT-PCR en tiempo real en tejido endomiocdrdico de pacientes con
miocarditis.

Lo estamos invitando a participar en un proyecto de investigacion que tiene como propdsito evaluar si la presencia y niveles de una proteina (proteina
CAR) en las muestras de tejido cardiaco de individuos que tienen Miocarditis (inflamacién del corazén causada generalmente por un virus) es distinta
a la de personas con corazén normal. También queremos evaluar si la cantidad de proteina varia de acuerdo a la gravedad de la miocarditis. Se le hace
esta invitacion porque en usted se sospechd que pudiera tener Miocarditis, lo cual fue descartado mediante la biopsia que se le realizé. Usted formara
parte del grupo control (sin miocarditis). Su participacion en el protocolo es totalmente voluntaria, por favor lea la informacién que se encuentra a
continuacion, haga las preguntas que usted considere antes de tomar una decision.

Su participacidn en el estudio consistira en autorizar que una fraccién de la biopsia (toma de tejido cardiaco) que le fue realizada como parte del
estudio por sospecha de Miocarditis sea utilizada por nosotros, le aclaramos que esta fraccion sera “sobrante”, esto es, la muestra que nos sea
proporcionada por el servicio que las conserva, no interfiere con su diagndstico o tratamiento. También contestard en una sola ocasién a unas
preguntas relacionadas a sus enfermedades y algunos antecedentes ambientales y familiares; responder estas preguntas tomara un tiempo no mayor
a cinco minutos.

No existe ningun riesgo por su participacion en el estudio ya que no le haremos ningun procedimiento, ni toma de muestras adicionales y el
cuestionario no contiene preguntas que lo pudieran hacer sentir incomodo.

Si bien usted no recibira un beneficio directo al participar en el estudio, los resultados permitiran conocer si la proteina CAR se asocia con la
miocarditis y con la forma en que la enfermedad se presenta, lo que pudiera ser de utilidad en el futuro para pacientes con Miocarditis.

Su participacidn en este proyecto es voluntaria y su deseo de participar o no hacerlo, no tendran ninguna implicacion en la atenciéon médica que usted
recibe por parte de nuestra institucion.

Para asegurar que sus datos permaneceran confidenciales en este proyecto, le informamos que sus muestras se marcaran con cédigos (un nimero
consecutivo), separados de sus datos personales y clinicos, por lo que quién las maneje no tendra posibilidad de identificarlo, lo que garantiza que sus

datos y los resultados siempre seran confidenciales y no se daran a conocer a otras personas, ni se mencionaran en cualquier publicacion de los
resultados.

En caso de dudas o aclaraciones relacionadas con el estudio podra dirigirse con el Dr. Gustavo Eduardo Garcia Becerril Tel. 56 27 69 40 Extension
22209. En un horario de Lunes a Viernes de 7:00 a 13:30 H.

En caso de dudas sobre sus derechos como participante en un estudio de investigacion puede comunicarse al 56276900 ext. 21230 de 8 a 16 horas, o
al correo electrénico: comite.eticainv@imss.gob.mx

Declaracién de consentimiento informado:

Se me ha explicado con claridad en qué consiste este estudio, ademas he leido (o alguien me ha leido) el contenido de este formato de
consentimiento. Se me ha dado la oportunidad de hacer preguntas y todas mis preguntas han sido contestadas a mi satisfacciéon. Se me ha dado una
copia de este formato.

Al firmar este formato estoy de acuerdo en participar en la investigacién que aqui se describe.

Nombre y firma del Participante Fecha

Firma del encargado de obtener el consentimiento informado
Le he explicado el estudio de investigacion al participante y he contestado todas sus preguntas. Considero que comprendié la informacion descrita en
este documento y libremente da su consentimiento a participar en este estudio de investigacion.

Nombre y firma del encargado de obtener el consentimiento informado Fecha

Firma de los testigos
Mi firma como testigo certifica que el/la participante firmé este formato de consentimiento informado en mi presencia, de manera voluntaria.

Nombre, firma y direccion del Testigo 1 Parentesco con participante Fecha
Nombre, firma y direccion del Testigo 2 Parentesco con participante Fecha
IMSS

SEGURIDAD Y SOLIDARIDAD SOCIAL
En caso de dudas o aclaraciones sobre sus derechos como participante podréa dirigirse a: Comision de Etica de Investigacion de la CNIC del IMSS:
Avenida Cuauhtémoc 330 4° piso Blogue “B” de la Unidad de Congresos, Colonia Doctores. México, D.F., CP 06720. Teléfono (55) 56 27 69 00
extension 21230, Correo electrénico: comision.etica@imss.gob.mx
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