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RESUMEN

“Caracterizaciéon inmunofenotipica de las subpoblaciones de monocitos obtenidas de pacientes
con infarto agudo del miocardio”

ANTECEDENTES:

Las enfermedades cardiovasculares contindan siendo la primera causa de muerte en México
(20%), contribuyendo la cardiopatia isquémica en un 70%. La ateroesclerosis es una enfermedad
inflamatoria en la que los monocitos juegan un papel central;caracterizandose por el reclutamiento
y acumulacion de monocitos, los cuales secretan diversas citocinas pro-inflamatorias,
diferenciandose a macréfagos que se trasforman a su vez en células espumosas claves en el
desarrollo de la lesion.

Los monocitos humanos representan el 5% del total de las células mononucleares de la sangre
periférica, identificandose 3 subpoblaciones con base en la expresiéon de CD14 (correceptor de
LPS) y CD16 (receptor Fc gamma lll): CD14+CD16- (86%), CD14+CD16+ (6.3%), CD14dimCD16+
(7.3%)

Evidencias recientes han abordado el estudio de la relacion de las proporciones de las
subpoblaciones de monocitos con los sindromes coronarios agudos, observandose una asociacion
entre el nimero de monocitos CD14°CD16" con la aterosclerosis subclinica, sugiriéndose como un
posible predictor de los eventos cardiovasculares.De igual manera, se ha encontrado que el
incremento en el nimero de monocitos CD14*CD16" correlaciona positivamente con los niveles de
LDL en plasma y correlaciona negativamente con los niveles de HDL, sugiriendo que las
subpoblaciones de monocitos pueden asociarse con factores de riesgo y desenlace clinicode la
enfermedad. Sin embargo, estas evidencias son controversiales y ain deben clarificarse.

OBJETIVOS

- Determinar el fenotipo de las distintas subpoblaciones de monocitos derivadas de los
pacientes con infarto agudo del miocardio.

- Determinar si existe asociacion entre el inmunofenotipo de las distintas subpoblaciones
de monocitos, con el desenlace clinico a los 3 y 6 meses de los pacientes con infarto
agudo del miocardio.

MATERIAL Y METODOS

Diseno del estudio.Se trata de un estudio transversal, clinico-basico concurrente, comparativo.
Grupos de estudio.Seran incluidos pacientes de cualquier género con edad entre 45 a 75 afos,
con diagnostico de infarto agudo de miocardio que sean ingresados de forma consecutiva a la
UMAE, Hospital de Cardiologia de Centro Médico Nacional Siglo XXI. Las muestras de los
pacientes se tomaran dentro de las primeras 24 horas de iniciados los sintomas. El grupo de
sujetos sanos sera de 40 a 74 afios de edad, y seran reclutados de banco de sangre. Ambos
grupos seran sometidos a una valoracion médica integral por un meédico cardiélogo. Analisis
estadistico.Analisis univariado de las variables continuas se describirdn de acuerdo a su
distribucion (promedio + desviacién estandar, mediana y percentiles). Las caracteristicas
demograficas de la poblacién se expresaran en porcentaje de frecuencia. Para el analisis bivariado
de variables continuas y comparacion de grupos de pacientes se emplearan t de Student o U de
Mann Whitney. Para la comparacién de variables cualitativas se empleara Chi 2 o prueba exacta
de Fisher de acuerdo con valores esperados. Para la comparacién de variables cuantitativas entre
grupos se empleara ANOVA o Kruskal Wallis de acuerdo con la distribucion de los datos y
homogeneidad de varianzas. Se considerara un valor de p < 0.05.
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INFRAESTRUCTURA

Recursos, financiamiento y factibilidad. Pacientes: El Hospital de Cardiologia, tiene un ingreso
mensual promedio de 80 pacientes, de los cuales el 95 % aproximadamente es debido a sindrome
coronario agudo. Recursos fisicos y materiales: La Unidad de Investigacion Médica en
Inmunologia, Hospital de Pediatria, CMN Siglo XXI, cuenta con los recursos, equipo y reactivos
necesarios para llevar al cabo los experimentos, asi como el personal capacitado.Recursos
financieros: Se sometera a evaluacion del apoyo financiero para el fondo de investigacién en salud.

Tiempo a desarrollarse: El protocolo se desarrollara en 2 afios.
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= TITULO DEL PROTOCOLO DE ESTUDIO =

“Caracterizacion inmunofenotipica de las subpoblaciones de monocitos obtenidas de
pacientes con infarto agudo del miocardio”

MARCO TEORICO

Las enfermedades cardiovasculares contindan siendo la primera causa de muerte en
México (20%). Dentro de éstas, la cardiopatia isquémica contribuye en un 70%.
Igualmente que en la poblacion nacional, en el sexo femenino las enfermedades
cardiovasculares y dentro de ellas la cardiopatia isquémica (63%) son la principal causa
de muerte en México.

Se han documentado diferencias por sexo en la cardiopatia isquémica; desde la
prevalencia de los factores de riesgo cardiovascular, las manifestaciones clinicas, la
utilizacién y rendimiento de las pruebas diagnésticas, asi como la aplicacién de medidas
terapéuticas.

Diversos factores se han identificado como posibles factores contribuyentes a estas
diferencias: factores genéticos, factores hormonales (protrombéticos), determinantes
sociales y peor pronéstico general en las mujeres.

Monocitos en ateroesclerosis

Los monocitos humanos representan el 5% del total de las células mononucleares de la
sangre periférica. Se han identificado 3 subpoblaciones con base en la expresion de
CD14 (correceptor de LPS) y CD16 (receptor Fc gamma Ill): CD14+CD16- (86%),
CD14+CD16+ (6.3%), CD14dimCD16+ (7.3%)
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Figura 1. Identificacion de subpoblaciones de monocitos humanos. Las subpoblaciones de monocitos se
identificaron en sujetos sanos utilizando los marcadores CD14 y CD16 por citometria de flujo. a) Ejemplo
representativo de la distribuciéon de monocitos humanos. b) Proporcién de monocitos humanos: los
monocitos CD14*CD16™ corresponden a un 83.46 + 4%, los CD14'CD16"a un 13.66 + 4%y los CD14°™CD16" a
un 2.88 + 4%.

Fenotipicamente, los monocitos CD14+CD16- expresan bajos niveles de HLA-DR, CD80,
CD86; mientras que los monocitos CD14+CD16+ y CD14dimCD16+ expresan altos
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niveles de HLA-DR, CD80, CD86. Por otro lado, los monocitos CD14+CD16+ tienen una
alta actividad estimuladora de linfocitos T, sugiriendo que dicha subpoblacién es mejor
presentadora de antigeno que la subpoblacién de monocitos CD14+CD16- [4].
Adicionalmente, los monocitos CD14+CD16- expresan niveles mas altos de CCR1, CCR2,
CXCR2 y bajos niveles de CX3CR1, mientras los monocitos CD14+CD16+ expresan altos
niveles de CX3CR1 y bajos niveles de CCR2 [5-8].

Experimentalmente se ha demostrado que los ratones deficientes de CCR2 [9] o CX3CR1
[10] presentan una marcada reduccion en la aterosclerosis; sugiriendo que estas
subpoblaciones de monocitos probablemente son capaces de migrar al tejido inflamado.
En este contexto, los monocitos CD14+CD16- en presencia de un ambiente inflamatorio
son capaces de diferenciarse a monocitos CD14+CD16+, los cuales se consideran un
estadio de diferenciacién celular mas maduro dada la alta expresién de HLA-DR, CD86 y
su actividad estimuladora de linfocitos T [4].

Funcionalmente se ha demostrado que los monocitos CD14+CD16+ producen altos
niveles de citocinas proinflamatorias como TNF y bajos niveles de citocinas
antiinflamatorias como IL10 en respuesta al LPS o al Pam3CSK4 [11]. Los monocitos
CD14dimCD16+ presentan un patrén de secrecién de citocinas similar a los monocitos
CD14+CD16+ [2]. En cambio, los monocitos CD14+CD16- al ser activados via TLR4 o
Pam3CSK4 a través de TLR2 producen altos niveles de IL10 y bajos niveles de TNF [11].

Tomando en cuenta las diferencias inmunofenotipicas y funcionales entre las
subpoblaciones de monocitos, se sugiere un papel diferente de las mismas en procesos
inflamatorios como la ateroesclerosis.

Diversas evidencias han demostrado que los receptores tipo Toll (TLR) contribuyen de
forma importante en la enfermedad ateromatosa. Ratones ApoE-/-/TLR2-/- presentan una
reduccién de la placa de ateroma asi como disminucién en el infiltrado de macréfagos en
el sitio de la lesion. En contraste, el tratamiento de ratones silvestres con Pam3CSK4
exacerba el desarrollo de la placa.

Otro grupo ha reportado una reduccion del 24% de la placa ateroesclerosa en ratones
Apoe-/-/TLR4-/-. Ademas de que presentaron una reduccién en el contenido lipidico e
infiltrado de macréfagos en la lesion.

El TNFa, citocina proinflamatoria producida principalmente por monocitos y macroéfagos,
ademés de linfocitos T, células NK, células musculares lisas y células endoteliales
favorece la progresién y desestabilizacion de la placa ateroesclerosa, estimula la
produccion de IL6, estimula la funcién de los macréfagos y de los linfocitos T y B, induce
la migracion de monocitos, asi como su diferenciacion a macréfagos, induce la sintesis de
enzimas degradadoras de matriz extracelular por los macréfagos, promueve la expresion
de receptores de colesterol LDL en la superficie de los macréfagos, estimula la
proliferacion de las células musculares lisas, induce la expresiébn de moléculas de
adhesién como la selectina-E, ICAM-1, VCAM-1 en células endoteliales.

La IL-10 ejerce efectos inhibitorios en la respuesta inflamatoria ya que tiene la capacidad
de inhibir la sintesis de citocinas pro-inflamatorias (IL-1a, IL-B, IL-6, IL-8, IFN-y, GM-CSF y
GCSF), ademas de contrarrestar las funciones enzimaticas de los macrofagos a nivel de
la cubierta fibrosa de la placa de ateroma favoreciendo la preservacién de la misma y de
la matriz extra celular, lo cual confiere estabilidad a la placa.

Los monocitos juegan un papel central en la progresion de enfermedades inflamatorias
como la aterosclerosis. Patologia caracterizada por el reclutamiento y acumulacion de
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monocitos, los cuales secretan diversas citocinas pro-inflamatorias, diferenciandose a
macroéfagos que se trasforman en células espumosas claves en el desarrollo de la lesién.

Evidencias recientes han abordado el estudio de la relacién de las proporciones de las
subpoblaciones de monocitos con los SICA observandose una asociacién entre el numero
de monocitos CD14"CD16" con la aterosclerosis subclinica, sugiriéndose como un posible
predictor de los eventos cardiovasculares. En este contexto, diversos estudios han
demostrado un incremento en la proporcion de monocitos CD14*CD16" en pacientes con
enfermedad arterial en relacién con sujetos sanos.

Los pacientes con infarto agudo del miocardio, presentan un aumento en el nimero de
monocitos CD14*CD16" al compararse con pacientes con angina de pecho estable e
inestable, asi como con sujetos sanos; sugiriéndose que los monocitos CD14*CD16"
probablemente participan en el incremento de la respuesta inflamatoria en los pacientes
considerandose como un posible marcador de la enfermedad cardiovascular.

Se ha abordado la busqueda de moléculas de superficie en las subpoblaciones de
monocitos. Los monocitos CD14"CD16" derivados de pacientes con infarto agudo del
miocardio expresan altos niveles de TLR4 en comparacion con los monocitos
CD14'CD16" de pacientes con angina de pecho estable e inestables, sanos. Otros
estudios demuestran que las subpoblaciones de monocitos CD14*CD16"y CD14'CD16
no presentan cambios significativos en la expresién de TLR4, sugiriendo un incremento en
el numero de estos monocitos y no a un incremento perse en la expresion de TLR4.

Estas evidencias son controversiales y aun deben clarificarse o abordar el estudio de
otras moléculas potencialmente candidatas como HLA-DR, CD86 y TLR2, entre otras. Se
ha demostrado que el incremento en el nimero de monocitos CD14*CD16" correlaciona
positivamente con los niveles de LDL en plasma y correlaciona negativamente con los
niveles de HDL, sugiriendo que las subpoblaciones de monocitos pueden asociarse con
factores de riesgo de la enfermedad, lo cual puede tener un papel relevante en la
patogénesis de la aterosclerosis.
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JUSTIFICACION

La enfermedad arterial coronaria aterosclerosa en sus diferentes presentaciones clinicas
como sindromes isquémicos agudos, son la primera causa de muerte en nuestra
poblacién. En la actualidad la enfermedad aterosclerosa se considera un proceso
inflamatorio crénico en la que células de la respuesta inmune innata son esenciales.
Reportes recientes han demostrado que pacientes con sindrome coronario agudo
presentan proporciones diferentes de las subpoblaciones de monocitos comparados con
sujetos sanos; habiéndose documentado un incremento en la proporcion de los monocitos
CD14'CD16" en la enfermedad cardiovascular.

Adicionalmente se ha documentado un incremento en la expresién de receptores como
TLR4 en los monocitos, en pacientes con infarto agudo del miocardio.

También se ha demostrado un incremento en la subpoblacién de monocitos CD14°CD16",
la cual se ha asociado con una respuesta inflamatoria.

Tomando en cuenta lo antes comentado, consideramos analizar la expresién de distintas
moléculas en las subpoblaciones de monocitos derivadas de pacientes con infarto agudo
del miocardio, asi como su asociacion con el desenlace clinico a los 3 y 6 meses del
evento agudo.
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PREGUNTA DE INVESTIGACION

-¢ Existira diferencia entre el fenotipo de las distintas subpoblaciones de monocitos
derivadas de los pacientes con infarto agudo del miocardio en comparacion con el sujeto
sano?

-¢ Existird asociacién entre el fenotipo de las distintas subpoblaciones de
monocitos, con el desenlace clinico a los 3 y 6 meses de los pacientes con infarto agudo
del miocardio?
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OBJETIVO GENERAL

- Determinar el fenotipo de las distintas subpoblaciones de monocitos derivadas de
los pacientes con infarto agudo del miocardio.

- Determinar si existe asociacién entre el inmunofenotipo de las distintas
subpoblaciones de monocitos, con el desenlace clinico a los 3 y 6 meses de los pacientes
con infarto agudo del miocardio.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Determinar la expresion basal de las moléculas: HLA-DR, CD40, CD80, CD86,
TLR2, TLR4, CCR2, CD11b, CX3CR1, TLR2 y TLR4 en las subpoblaciones de
monocitos CD14*CD167, CD14*CD16* y CD14“™CD16* de pacientes con infarto
agudo del miocardio y de sujetos sanos.

2. Correlacionar la expresion de las distintas moléculas en las subpoblaciones de
monocitos CD14*CD16-, CD14*CD16* y CD14“"CD16*con el grado de la
enfermedad.
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HIPOTESIS

- Existe diferencia entre el inmunofenotipo de las distintas subpoblaciones de
monocitos obtenidas de los pacientes con infarto agudo del miocardio.

- Existe asociaciéon entre el inmunofenotipo de las distintas subpoblaciones de
monocitos, con el desenlace clinico a los 3 y 6 meses de los pacientes con infarto agudo
del miocardio.
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MATERIAL Y METODOS

Diseno del estudio. Desde el punto de vista clinico se trata de un disefio transversal,
clinico-basico concurrente, comparativo.

Grupos de estudio. Seran incluidos pacientes de cualquier género con edad entre 45 a
75 afos, con diagnostico de infarto agudo del miocardio que ingresen a la UMAE, Hospital
de Cardiologia de Centro Médico Nacional Siglo XXI. Las muestras de los pacientes se
tomaran dentro de las primeras 24 horas de iniciados los sintomas. El grupo de sujetos
sanos sera de 40 a 74 anos de edad, y seran reclutados de banco de sangre. Ambos
grupos seran sometidos a una valoraciéon médica integral por un médico cardidlogo.

Criterios de inclusion para pacientes.

1.
2.

3.

Pacientes de cualquier género, edad entre 45 a 75 anos.

Pacientes con diagnoéstico de infarto agudo del miocardio o angina inestable,
dentro de las 72 horas de iniciados los sintomas.

El diagnostico de infarto se considerard con la presencia de elevacion de
marcadores de necrosis miocardica como elevacion de CPK total mayor al 150%
de su valor basal normal o de niveles de troponinas, mas 1 de los siguientes
criterios:

A. Dolor precordial de tipo isquémico = 30 min. de duracién, acompanado o no
de disnea, diaforesis, nausea y/o vomito.

B. Desnivel positivo o negativo del segmento ST en el electrocardiograma
igual o mayor de 1 mm en 2 o mas derivaciones que vean la misma region
electroanatémica o presencia de BRIHH de reciente aparicion.

Se considerard como angina inestable a los pacientes que tengan 2 o mas de los
siguientes criterios:

A. Dolor precordial de tipo isquémico con duracién menor de 30 min. cuyo
inicio de presentacion desde el primer evento sea menor de 8 semanas, 0
que en este tiempo exista cambios en el patrén de presentacion de los
eventos de angina en pacientes con angina estable previa, o angina 48
horas a 4 semanas después de un infarto del miocardio. Acompanado o
no de sintomas neurovegetativos.

B. Cambios electrocardiograficos en el segmento ST y/o en la onda T.

C. Ausencia de elevacion de marcadores de necrosis miocardica (CPK total
o MB).

5. Se consideraran pacientes con angina estable:

A. Consideraran pacientes en clase funcional Il o Il por angina de acuerdo
con la clasificacién de la Sociedad Cardiovascular Canadiense (CCS)

B. Ausencia de datos que sugieran cambios en el patron de presentacion de
los eventos de angina al menos en los Ultimos 2 meses o la presencia de
eventos de angor en reposo o presencia de cambios electrocardiograficos
en el segmento ST en reposo.

C. Pacientes que ingresen a nuestro hospital programados para la realizacion
de estudio angiografico donde se demuestre la presencia de al menos 50%
de estenosis de una o mas arterias coronarias epicardicas.

Criterios de exclusion para pacientes

1.

Pacientes que cursen con sindrome anémico.
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2. Antecedentes de enfermedad neoplasica, inflamatoria crénica o proceso infeccioso
activo.

3. Antecedentes de tratamiento previo con anti-inflamatorios o inmunosupresores.

4. Niveles de creatinina =2 1.6 mg/dl.

5. Trombocitopenia o discrasia sanguinea conocida.

6. Pacientes a los que no se logre obtener la cantidad de sangre necesaria para los
ensayos.

7. Pacientes en los que no se logre obtener el nUmero de monocitos necesarios para

los experimentos.

Criterios de no inclusion para pacientes
1. Datos de sangrado mayor activo.

Tamano de la muestra
El tamafio de muestra se calcul6 para diferencia de medias de la cuenta de subtipos de

monocitos TLR4 en pacientes con infarto del miocardio en comparacién con pacientes con
cardiopatia isquémica cronica [28], con un valor de delta de 20, con un valor de a= .05y
1-B = 80%, con lo que se consideraron 24 pacientes por grupo.

Variables

Definicion de variables:

Variables Independientes

Células provenientes de los diferentes grupos:

l. Pacientes con infarto agudo del miocardio
1. Sujetos sanos.
Definicion conceptual: Los pacientes son sindrome coronario agudo son aquellos
que presentan manifestacion clinica de isquemia aguda o necrosis miocérdica
aguda debida a reduccion del flujo coronario, aporte de oxigeno miocardico
insuficiente, desequilibrio entre el aporte y demanda de oxigeno, asociada a la
enfermedad arterial coronaria con erosidén o ruptura de la placa aterosclerosa y la
subsecuente oclusién parcial o total de la luz del vaso. Se considera paciente con
angina estable aquel que presenta dolor precordial de tipo isquémico que no ha
modificado su forma de presentacién en los uUltimos 2 meses, habitualmente se
presenta con el esfuerzo y cede con el reposo. Se considera un sujeto sano por la
ausencia de enfermedad o estado patoldgico alguno.
Definicion operativa: se considera pacientes con sindrome coronario agudo a
aquellos que ingresen con diagnéstico de angina inestable, infarto agudo de
miocardio sin elevacién del segundo ST o infarto con elevacion del segmento ST.
Se considerara pacientes con angina estable aquel que presenta eventos de
angina en clase funcional II-1ll de la CCS, o bien, que cuente con prueba inductora
de isquemia positiva, que requiera de estudio de angiografia coronaria donde se
demuestre al menos la presencia de obstruccion de >50% de alguna arteria
coronaria epicardica. Se considera a sujetos sanos a aquellos en quienes de
descarte la presencia de signos o sintomas de isquemia miocardica, enfermedad
inflamatoria crénica, neoplasica o infecciosa.
Tipo de variable: nominal
Escala de medicion: grupo | y grupo 1.
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Variables dependientes

Moléculas CD80, CD86, HLA-DR, CD40, CD11b, CCR2, CX3CR1, TLR2 y TLRA4.
Definicién conceptual: CD80 y CD86 son moléculas de superficie celular presentes
en células presentadoras de antigenos. Proporcionan un estimulo necesario para la
activacion celular. HLA-DR es una molécula de superficie celular presente en las
células presentadoras de antigenos. Proporciona un estimulo necesario para la
activacion de linfocitos T. CD40 es una proteina de superficie celular que provoca
una mayor expresion de moléculas co-estimulatorias. CD11b es una molécula de
adhesion. Contribuye al reclutamiento de leucocitos de la sangre a areas inflamadas.
CCR2 y CX3CR1 son receptores de quimiocinas presentes en monocitos.
Proporcionan un estimulo necesario para el reclutamiento de adhesién de los
leucocitos al endotelio.

Definicion operacional: Se realizaran las mediciones de las moléculas mediante
citometria de flujo.

Escala de medicion: Variable de razon.

Tipo de variable: Cuantitativa continta.

TLR2, TLR4

Definicién conceptual: Receptor tipo Toll que es capaz de reconocer una variedad
de patrones moleculares asociados a patégenos.

Definicion operacional: Se realizaran mediciones de la proteina de superficie
celular mediante citometria de flujo.

Escala de medicion: Variable de razon.

Tipo de variable: Cuantitativa continda.

Métodos y procedimientos

Pacientes. Se captaran los pacientes a su ingreso a la UMAE. Hospital de Cardiologia del
Centro Médico Nacional Siglo XXI, con diagnéstico de infarto agudo del miocardio que
cumplan los criterios de inclusion, para determinar asi la poblacion estudio. Para cada
paciente que se incluya al presente protocolo, se verificara la evaluacion realizada por el
médico tratante, tanto en urgencias, como en la unidad de cuidados intensivos
cardiovasculares, en piso de hospitalizacion, sobre su diagnéstico y estratificacién de
riesgo, asi como el tratamiento inicial en acorde con la estratificacion de riesgo
establecida. Cada paciente que se incluya debera tener evaluacibon ECG de 12
derivaciones y de ser necesario el circulo completo, determinacion de marcadores de
necrosis miocardica (como CPK MB y/o troponinas), marcadores inflamatorios de riesgo
(proteina C reactiva, fibrinbgeno), quimica sanguinea, hemoglobina, plaquetas y perfil de
lipidos. La toma de muestra de sangre para la realizaciéon de los experimentos se realizara
dentro de las primeras 72 horas de iniciado el evento agudo.

El grupo de sujetos sanos se le realizara un interrogatorio directo, explotacion fisica, asi
como electrocardiogafica, factores de riesgo cardiovascular, la ausencia de datos clinicos
y electrocardiograficos sugestivos de isquemia miocardica, enfermedad inflamatoria
crénica, neoplésica o infecciones activas.

Obtencion de células mononucleares. Las células se obtendran a partir de 5 ml de
sangre heparinizada por lymphoprep. La viabilidad celular se realizara por exclusién con
azul tripan.
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Determinacion de marcadores de superficie celular. Se determinara la expresion basal
de distintas moléculas en las subpoblaciones de monocitos CD14"CD16~, CD14°CD16" y
CD14%™CD16* para ello: Las células mononucleares de pacientes con infarto agudo del
miocardio y de sujetos sanos se incubaran con los siguientes anticuerpos: anti-CD14, anti-
CD16, anti-CD80, anti-CD86, anti-CD40, anti-HLA-DR, anti-CD11b, anti-CCR2, anti-
CXB3CR1, anti-TLR2, anti-TLR4 (eBioscience). La expresion de las moléculas se
determinaran en el citometro de flujo FASC Aria (BD Biosciences) y se analizaran usando
el programa flowjo (tree star).

Seguimiento clinico: Se realizara una revisién de los expedientes clinicos de los
pacientes que acepten participar en el estudio y firmen la carta de consentimiento
informado, de donde se tomara informacion demogréfica, evolucidén clinica incluyendo
complicaciones, resultados de estudios de laboratorio y gabinete, asi como de los
procedimientos de revascularizacién realizados durante su hospitalizacién en caso de que
se hayan realizado. Ademas, se dara seguimiento via telefénica y a través del expediente
clinico para evaluar los descenlances clinicos considerados en este estudio a los 3y 6
meses.

Analisis estadistico. Analisis univariado de las variables continuas que se describiran de
acuerdo a su distribucion (promedio + desviacion estdndar, mediana y percentiles). Las
caracteristicas demograficas de la poblacion se expresaran en porcentaje de frecuencia.
Para el andlisis bivariado de variables continuas y comparacion de grupos de pacientes se
emplearan t de Student o U de Mann Whitney. Para la comparacién de variables
cualitativas se empleara Chi 2 o prueba exacta de Fisher de acuerdo con valores
esperados. Para la comparacion de variables cuantitativas entre grupos se empleara
ANOVA o Kruskal Wallis de acuerdo con la distribucion de los datos y homogeneidad de
varianzas. Se considerara un valor de p < 0.05.

Aspectos éticos. Este protocolo corresponde aun estudio de riesgo minimo de acuerdo
al reglamento de la Ley General de Salud en materia de Investigacién, ya que solo se
tomara una muestra de sangre en una ocasién a los pacientes con sindrome coronario
agudo y sujetos sanos. Dado estas caracteristicas se solicitara consentimiento verbal. Se
adjunta guion que sera utilizado para pacientes y sujetos sanos.

Recursos y factibilidad. Pacientes: El Hospital de Cardiologia, tiene un ingreso mensual
promedio de 80 pacientes, de los cuales el 95 % aproximadamente es debido a sindrome
coronario agudo. Recursos fisicos y materiales: La Unidad de Investigacion Médica en
Inmunologia, Hospital de Pediatria, CMN Siglo XXI, cuenta con los recursos, equipo y
reactivos necesarios para llevar al cabo los experimentos, asi como el personal
capacitado. Tiempo a desarrollarse: El protocolo se desarrollara en 2 afnos.

Experiencia del grupo. El Dr. Francisco Blanco Favela, cuenta con 62 articulos
publicados en revistas internacionales, ha participado en 6 publicaciones de capitulo de
libro en inglés, ha graduado a alumnos de posgrado de maestria y doctorado en ciencias,
ha obtenido apoyos financieros en el IMSS y CONACYT. La Dra. Alejandra Madrid Miller,
ha publicado 6 articulos tanto en revistas nacionales e internacionales, colabora en la
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publicacion de un libro en espanol, ha graduado a diversos alumnos de especialidad, ha
obtenido financiamientos en el IMSS. El Dr. Luis Chavez Sanchez, ha publicado 10
articulos en revistas internacionales, ha participado en la publicacién de dos capitulos de
libro en inglés, ha graduado a dos alumnos de licenciatura, ha obtenido dos apoyos
financieros en el IMSS y otro de CONACYT.
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PROGRAMA DE ACTIVIDADES

El protocolo se desarrollara de acuerdo al siguiente cronograma de actividades.

Trimest | Trimest | Trimest | Trimest | Trimest | Trimest | Trimest | Trimest
re 1 re 2 re3 red re5 re 6 re7 re 8

Elaboracion de Protocolo X

Comité de Investigacién X

Toma de muestras y recoleccion
X X
de datos

Captura de datos X X

Analisis estadistico X

Presentacion de resultados
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SECURIDAD ¥ SOLIDARIDAD SOCIAL

INSTITUTO MEXICANO DEL SEGURO SOCIAL

UNIDAD DE EDUCACION, INVESTIGACION
Y POLITICAS DE SALUD

COORDINACION DE INVESTIGACION EN SALUD

CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO

(ADULTOS)

CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA PARTICIPACION EN PROTOCOLOS DE INVESTIGACION

Nombre del estudio:

Patrocinador externo (si aplica):
Lugar y fecha:

Numero de registro:

Justificacion y objetivo del estudio:

Procedimientos:

Posibles riesgos y molestias:

Posibles beneficios que recibira al participar
en el estudio:

Informacion sobre resultados y alternativas
de tratamiento:

Participacion o retiro:

Privacidad y confidencialidad:

Caracterizacion inmunofenotipica y funcional de las subpoblaciones de monocitos en
pacientes con infarto agudo del miocardio.

México, Distrito Federal

CNIC R-2013-785-022

Las enfermedades del corazén incluyendo los infartos y la angina de pecho, actualmente
son la segunda causa de muerte en nuestra poblacién. En la mayoria de los casos se
producen por la formacion de placas dentro de las arterias del corazén, obstruyendo el
flujo de sangre y por consiguiente el aporte de oxigeno y nutrientes. Se conoce bien la
participacion de células de la inflamacion en el desarrollo de estas placas, incluyendo los
monocitos que tienen un papel fundamental. Debido a lo anterior, esta investigacion tiene
como propdsito determinar las caracteristicas de éstas células llamadas monocitos en
pacientes con enfermedades de este tipo, asi como su correlacion con la recurrencia de
estos eventos (infartos y angina de pecho)

Se tomara una muestra de sangre de 20 ml (4 cucharaditas) en una ocasion, asi como
datos de su expediente, sin poner en riesgo sus condiciones

Su particiacion no implica riesgo alguno, ya que solo se tomara una muestra de sangre.

Es probable que no reciba ningun beneficio directo por participar en el estudio, pero los
resultados de esta investigacion podrian contribuir a mejorar el conocimiento sobre el
comportamiento de las células durante el infarto y la angina de pecho

Cualquier resultado que sea relevante se informara a su médico tratante. En ningin
momento se intervendra en el tratamiento que usted requiera para su enfermedad

En caso de que acepte participar en el estudio, usted conservara la libertad de retirar su
participacion en cualquier momento.

No se empleara ningun dato personal que pueda identificarlo en la difusipon de los
resultados. Toda informacion recolectada se manejara con estricta confidencialidad.

En caso de coleccion de material bioldgico (si aplica):

]

[]

No autoriza que se tome la muestra.
Si autorizo que se tome la muestra solo para este estudio.

Si autorizo que se tome la muestra para este estudio y estudios futuros.
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Disponibilidad de tratamiento médico en derechohabientes (si aplica):

Beneficios al término del estudio: Los resultados de esta investigacion podrian contribuir a mejorar
el conocimiento sobre el comportamiento de las células durante
el infarto y la angina de pecho

En caso de dudas o aclaraciones relacionadas con el estudio podra dirigirse a:

Investigador Responsable: Dra. Alejandra Madrid Miller

Colaboradores: Dr. Jonathan O. Zamudio Lépez

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 Blogue “B” de la Unidad de Congresos, Colonia Doctores. México, D.F., CP 06720. Teléfono
(55) 56 27 69 00 extension 21230, Correo electronico: comision.etica@imss.gob.mx

Nombre y firma del sujeto Nombre y firma de quien obtiene el consentimiento
Testigo 1 Testigo 2
Nombre, direccion, relacién y firma Nombre, direccion, relacion y firma

Este formato constituye una guia que debera completarse de acuerdo con las caracteristicas propias de cada protocolo de investigacion,
sin omitir informacién relevante del estudio

Clave: 2810-009-013
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Protocolo de investigacion

“Caracterizacion inmunofenotipica de las subpoblaciones de monocitos en
pacientes con infarto agudo del miocardio”

No. Registro CNI ;
Hoja de Recoleccion de Datos

Folio

Nombre
Afiliacion

Género M( ) F( ) Edad

Direccién Teléfon
o]

Fecha de ingreso:

DIAGNOSTICO: fecha evento: hora:

IAMCEST ( ) IAMSEST( ) Anginainestable ( ) Cardiopatia isquémica crénica (
) Control Sano ()

Peso Talla IMC Cintura_
TA FC:

Antecedentes:

TabaquismoOSI O NO IT_ DLPOSI ONO

DM OSI O NO HASOSI ONO

Angor Prev OSi O NO IAM pre\DSI ONO

ICP previo OSI O NO RVM Qx pre3BSI  ONO

ECG:

NORMAL: 0OSI ONO

Anterior Inferior Lateral VD
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ISENDO

ISEPI

LESENDO

LESEPI

BRIHH asi ONO BRDHH

ECO FEVI MOVILIDADS

Fibrinolisis{J Sl
CUALES:

ONO Farmaco:

O asi NO

NORGIAL ANORMAL

Criterios reper(sion: OSI NO

Cateterismo Fecha: tiempo transcurrido del evento SICA en
hrs.
TCI DA Dx Cx MO CD DP FEVI
D2V
O Enf. 1 vaso O Enf 2 vasos O Enf. 3 vasos

ACTP PRIMARIA: Us| UNO

Angioplastia temprana (<75hrs) O Sl
Fecha:

EXITOSA: US|

UNO U NO REFLOW

NO Angioplastia g-grantdda Sl NO

Vaso Stent TIMI BLUSH
Complicaciones:

Revascularizacion quirargfa: O Sl NO  Fecha:

Puentes: Complicaciones:

Tratamiento:
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AAS asi ONO Inhibidores GPIIbIIEA SI O NO
Clopidogrel OSI  ONO Heparina no fraccioChda O Sl NO
BetabloquedJor  (OJSI NO Heparina balJ pesdJ Sl NO
Estatinas OSI ONO ECAS OSI ONO
Fibratos: O SSI NO inotrépicos O O Sl NO
ANTIINFLAMATORIO{] Q si NO Otros,
cuales:
Laboratorio
FECHA: INGRESO PICO MAXIMO
Colesterol CPK
Triglicéridos CPK MB
HDL TROPONINAS
LDL FIBRINOGENO
VLDL HB
PCR LEUCOCITOS
BNP MONOCITOS
HbA1c SEGMENTADOS
LINFOCITOS
PLAQUETAS
GLUCOSA
CREATININA

Eventos cardiovasculares mayores intrahospitalaria:

Reinfarto

asli

ONO

Angina recurrente O Sl

ONO
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Falla ventricular O g sl NO

Muerte Osl AaNO
NO

Otras complicacion(3J: asli NO
Cuales:

Choque O O Sl NO

Necesidad revascularizacion urgelle oSl

Eventos cardiovasculares mayores 3 meses:

Reinfarto Osl 4GONO
Falla ventricular O O Sl NO

Muerte Osl ONO
NO

Otras complicacion(3: sl NO
Cuales:

Angina recurrente OSI O NO
Choque O O Sl NO

Necesidad revascularizacion urgelle oSl

Expresion de moléculas
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