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Glosario

CC: cardiopatias congénitas

CEC: circulacion extracorporea

CIA: Comunicacion Interauricular

CIV: Comunicacion Interventricular

AFasL: concentracion diferencial de FasL

AL: Cuenta diferencial de linfocitos

DISC: death-inducing signaling complex

ELISA: Ensayo Enzimatico de Inmuno Adsorcion
FADD: Fas associated protein with death domain
FasL: Fas Ligando

INF-gamma: interferon Gamma

IMSS: Instituto Mexicano del Seguro Social

IL-2: Interleucina-2

NK: Natural Killer

NO: 6xido nitrico

mRNA: Acido ribonucleico mensajero

DAMPs: Damage-Associated Molecular Patterns (Patrones Moleculares Asociados al Peligro)
PCR: Proteina C Reactiva

r: Coeficiente de correlacion de Pearson
RT-PCR: Reaccion en cadena de la polimerasa con transcriptasa reversa
T1: Tiempo antes de la ECE

T2: Tiempo después de la ECE

TCR: T-Cell Receptor

TNF: tumor necrosis factor (Factor de necrosis tumoral)



Resumen
Medicion de niveles séricos de Fas Ligando (FasL) en pacientes pediatricos
con cardiopatia congénita manejada con circulacién extracorpoérea

Antecedentes

La proteina Fas es un miembro de la Superfamilia de receptores del Factor de Necrosis Tumoral
(TNF: tumor necrosis factor) se localiza en los linfocitos y en tejidos como el miocardio. Fas ligando
(FasL) induce la apoptosis por la via extrinseca en las células que expresan el receptor Fas, los
efectos de FasL sobre el tejido miocardico estan descritos a nivel tedrico, y es casi nula la informacién
acerca de las consecuencias de su elevacion en circulacion extracorpdrea. FasL tiene multiples
funciones a nivel tisular. A nivel de corazén no esta claro el efecto y los estudios actuales solo han
evaluado su respuesta a esteroides y la concentracién en enfermedades crénicas. Se sabe que el
trauma, la isquemia, la lesion por reperfusion y en general los estimulos inflamatorios elevan su
concentracion, pero no esta claro si es la causa o consecuencia de las manifestaciones a nivel tisular.
Las Cardiopatias Congénitas (CC) que requieren atencion quirdrgica y uso Circulacion Extracorpérea
(CEC), son un procedimiento en que se pueden evaluar posibles efectos de FasL a nivel

cardiovascular.
Objetivo

Medir niveles plasméticos de FasL en pacientes con cardiopatia congénita antes (FasL1) y después
(FasL2) de CEC utilizando la prueba de Ensayo Enzimatico de Inmuno Adsorcién (ELISA).

Correlacionar los niveles plasméticos de FasL con los resultados clinicos.
Material y métodos

De una cohorte anidada retrospectiva, se realiz6 el registro de datos en 20 pacientes a los cuales se
les midié la concentracion de FasL con ELISA en dos tiempos, el primero previo a la CEC y el

segundo posterior a la CEC.

Resultados

En 20 pacientes con edad promedio de 4.5 afios, se incluyeron 11 pacientes femeninos y 9
masculinos. Registramos tiempo en CEC (tCEC) que en promedio fue de 101 minutos, cardiopatia,

biometria previa, biometria posterior a la CEC y seguimiento.

La concentracion de FasL se elevo en la mayoria de los pacientes después de CEC, sin embargo,

estas diferencias no fueron estadisticamente significativas (p=0.72).

Usando el coeficiente de correlacion de Pearson (r) Se busco correlacion entre tCEC, la

concentracion diferencial de FasL (AFasL) y la cuenta diferencial de linfocitos (AL).

El analisis identifico baja correlacién entre tCEC y AFasL (r=0.27, p=0.40).



En los pacientes que estuvieron méas de 100 min en CEC hay un alto coeficiente de correlacion entre
tCEC y AFasL (r=-0.83, p=0.16).

La cuenta diferencial de linfocitos (AL) en general disminuye con el aumento de AFasL. Se identifico

un bajo coeficiente de correlacion negativo entre AFasL y AL, (r=-0.07, p=0.77).
No se encontrd una correlacion estadisticamente significativa en ninguna de las variables.

No hay asociacion visible en el corto plazo en la evolucion o desenlace de los pacientes con ninguna

de las variables estudiadas.

Conclusion

FasL tiende a elevarse posterior a la CEC y este efecto es mas marcado en los pacientes que estan
mas de 100 min en CEC.

Encontramos baja correlacion negativa de la cuenta diferencial de linfocitos y AFasL. La caida en la

cuenta de linfocitos se podria explicar por elevacion de FasL, pero también por otros fenémenos.

No hay una asociacion visible a los 6 meses en la evolucidon o desenlace con ninguna de las variables

clinicas estudiadas.

El efecto de FasL en el miocardio podria ser analizado en modelos con mayor control como tejidos
in vitro para determinar la importancia biol6gica de este ligando sobre la funcion cardiovascular. Asi,
se podria obtener mayor precision acerca del efecto que tiene el ligando sobre las células del

miocardio.

Medicién de niveles séricos de Fas Ligando (FasL) en pacientes pediatricos
con cardiopatia congénita manejada con circulacion extracorporea

Marco tedrico
Geny proteina

El gen FAS es un miembro de la Superfamilia de receptores-TNF se localiza en 10923.31 es
altamente expresado en los linfocitos activados y en células no linfoides como el timo, higado,
corazén y rifion.! Codifica Fas, una proteina transmembrana tipo | de 48 kD que contiene un dominio
de muerte en su region citoplasmética que es esencial para la induccion de la apoptosis por la via

extrinseca.?®

El gen FASL se localiza en el cromosoma 1936 y es predominantemente expresado en los linfocitos
T activados y los linfocitos Natural Killer.! Codifica a FasL, que pertenece a la familia TNF y es
sintetizada como una proteina de membrana tipo Il de 40 kD. La expresion de FasL en las células T

activadas es inducida por estimulacion via T-Cell Receptor* por moléculas como TNF-alfa, IL-2, IL-



12 e IL-18° FasL se expresa en la superficie celular de las células T, es una proteina inestable que
es cortada de la superficie celular por la accion de enzimas como la Metaloproteinasa-7 de matriz,
cuando es cortado se genera una forma soluble de FasL que es liberada en el espacio extracelular.*
Esta forma soluble de FasL induce de forma eficiente la apoptosis de algunas de las células que

expresan Fas.5

Inflamacion y apoptosis
El estrés quirtrgico ha mostrado inducir alteraciones en el sistema inmunoldgico, en general una

cirugia mayor induce no solo inflamacion sistémica, también, supresion inmune’. La respuesta al
trauma después de la cirugia es consecuencia de los DAMPs, que pueden inducir hiperactivacion
inmune?® y resulta en la disociacién del Factor nuclear kB (NF-kB), su inhibidor en los leucocitos, NF-
kB induce la liberacion masiva de citocinas proinflamatorias entre las que se incluyen IL6, IL-8 e
Interferon-gamma.® FaslL es regulado al alza por las citocinas proinflamatorias, por inflamacion
sistémica en las células T y NK en respuesta a las citocinas proinflamatorias IL1, IL-8, MCP1 y TNF-

alfa y tiene propiedades quimiotacticas en las areas de inflamacion.©

Fas es una proteina receptor de membrana para el ligando FasL, cuando se une al ligando hace
trimerizacion y* recluta una proteina adaptadora asociada a Fas (FADD): Fas associated protein with
death domain) que une la procaspasa-8 y resulta en la formacién del Complejo de Sefalizacion
Inductor de Muerte (DISC: death-inducing signaling complex), lo que lleva a la activacion de la
caspasa-3 efectora.? Como consecuencia de esta via de sefializacion y en ausencia de inhibidores
se activan las caspasas efectoras CASP3/6/7 y la via intrinseca de la apoptosis, que resulta en la
muerte celular por apoptosis.!! La apoptosis inducida por Fas/FasL esta involucrada en muchos

procesos, incluyendo homeostasis de los tejidos y toxicidad mediada por células T.%?

Estudios previos han reportado un efecto dramético en la caida de la cuenta de leucocitos después

de CEC y han sugerido un papel para Fas como marcador proinflamatorio.*®

Efectos de FasL sobre los tejidos

Después de una cirugia mayor se ha reportado un alto coeficiente de correlacion de los reactantes
de fase aguda como Proteina C Reactiva (PCR) con la elevacion de FasL. Se ha reportado también
correlacién entre la cuenta diferencial de linfocitos antes y después de cirugia mayor con FasL. Pero
la expresién de Fas no parece modificarse.” Hay modelos de inflamacién aséptica que han
relacionado el desarrollo de falla hepatica mediada por FasL-Fas.®

Las células pueden ser sensibilizadas a FasL por la accion de citocinas inflamatorias.* La apoptosis
por la via extrinseca es iniciada por sefales de estrés extracelulares que incluyen TNF-alfa, FasL y
TRAIL. La apoptosis participa en el desarrollo fetal, homeostasis de los tejidos, en enfermedades
cardiovasculares con isquemia, lesion por reperfusidn, cardiopatia inducida por quimioterapia e

insuficiencia cardiaca.*



Efectos de FasL sobre el miocardio

Un hallazgo comin en las enfermedades que llevan a la muerte de miocitos es la concentracion
elevada de citocinas en la sangre y el musculo. Esto ha sido asociado a depresion de la funcion
cardiaca y apoptosis, principalmente por la induccién de la produccion de oxido nitrico (NO). Las
citocinas proinflamatorias como IL-1, IL-2 e INF-gamma y el TNF-alfa también han demostrado

inducir depresién miocardica en modelos experimentales.®

Se ha demostrado que los niveles de FasL estan elevados en pacientes con cardiopatia cronica y
enfermedad Renal Crénica en comparacion con los controles. Después de un afio de seguimiento
se ha encontrado en estos pacientes disminucién significativa de la fraccion de eyeccion del
ventriculo izquierdo, incremento de la dimension al final de la diastole del ventriculo izquierdo y
cambios isquémicos del miocardio. Mdltiples estudios han demostrado que los marcadores de
inflamacion PCR, IL-6, fibrinbgeno y moléculas de adhesion solubles estan asociadas al incremento
en el riesgo cardiovascular en poblaciones sanas.'®!” Los niveles de FasL estan incrementados en

plasma de pacientes con insuficiencia cardiaca y los niveles séricos reflejan la severidad de la falla.8

Los modelos animales han mostrado dos vias principales para la expresion de Fas en el corazon la
primera la carga y la sobredistensién del miocardio y la segunda la hipoxia.’®* En ratones que
sobreexpresan FasL a nivel del miocardio se desarrolla pérdida de la funcién cardiaca que se

acomparia con pérdida de la integridad del sarcolema.*®

No est4 claro si FasL es la causa o consecuencia de la cardiopatia, como molécula proinflamatoria
puede ser un marcador que se puede asociar de forma independiente con enfermedad

cardiovascular.1®

FasL tiene mdltiples funciones a nivel tisular y su efecto ha sido estudiado a nivel hepético donde se
ha relacionado el aumento en su concentracién con la inflamacién y que tiene como consecuencia
falla hepatica. A nivel de corazén no esta claro el efecto y los estudios actuales solo han evaluado
Su respuesta a esteroides y la concentracién en enfermedades crénicas. Se sabe que el trauma, la
isquemia, la lesion por reperfusién y en general los estimulos inflamatorios elevan su concentracion.

Pero no esta claro si es la causa o consecuencia de las manifestaciones a nivel tisular. 3

Las cardiopatias congénitas que son manejadas con cirugia cardiovascular bajo circulacion
extracorpdrea son una oportunidad para evaluar el efecto que tiene la inflamacion y el trauma en la
concentracion de FasL, ademas, posibles efectos a nivel del tejido cardiaco que tengan repercusion

clinica.

Cuantificacion de FasL y su expresion
El gen FASL tiene expresion inducible por medio de las interleucinas durante la inflamacion, esta

elevacion puede ser cuantificada teniendo en cuenta la expresion de un gen constitutivo como la



CTNNB1 (B-Catenina) con la RT-PCR. La proteina FasL puede ser cuantificada en plasma utilizando
la prueba de ELISA.”

Cardiopatias congénitas
Las cardiopatias congénitas son las anomalias congénitas mas frecuentes y afectan millones de

recién nacidos cada afio, son anomalias estructurales del corazén y/o los grandes vasos? y tienen
una prevalencia aproximada de 5-11 casos por 1,000 nacidos vivos, con una incidencia de 1% en
recién nacidos.?! La prevalencia de la CC ha ido en aumento desde 2009.2° En México, se calcula
una prevalencia de 8-10 por cada 1,000 nacidos por lo que se espera un aproximado de 18,000-
20,000 casos nuevos por afio.??

Las CC se pueden clasificar por su efecto fisiolégico sobre la circulacién o por a la anomalia

estructural. 2

De acuerdo con su efecto fisioldgico se clasifican con cortocircuito de izquierda a derecha:
Comunicacién Interauricular (CIA), Comunicacion Interventricular (CIV) y Ductus arterioso, entre

otras.

Entre las anomalias estructurales se incluyen las CC del corazén izquierdo: entre ellas las que tienen
obstruccién de la entrada al VI como estenosis mitral y regurgitacion de la valvula mitral y las que
tienen obstruccion en el tracto de salida como la estenosis aértica, arco adrtico interrumpido y
coartacién de la aorta. Las CC del corazén derecho: entre ellas la Anomalia de Ebstein, y las que
tienen obstruccion del tracto de salida: estenosis de la valvula pulmonar, atresia pulmonar. Las CC
con origen anémalo de las grandes arterias como la transposicion de las grandes arterias, truncus
arterioso y doble salida del ventriculo derecho. Y las CC miscelaneas como la conexién anémala de

las arterias pulmonares u origen anémalo de las coronarias y el espectro de heterotaxia.?!

El Instituto Mexicano del Seguro Social (IMSS) cuenta con clinica de CC en tercer nivel, donde se
da atencion quirdrgica a las CC y estos pacientes son seguidos durante la evolucion de su patologia
en todos los niveles de atencién. Un andlisis demografico en esta clinica muestra una distribucion
de las CC en menores de 2 afios en el que las CC reportadas con mayor frecuencia son: Atresia
pulmonar con CIV 15.88%, atresia pulmonar sin CIV 15.66%, tetralogia de Fallot 15.21%, atresia
trictispidea 9.4%, transposicion de las grandes arterias 7.83% y coartacion adrtica 5.5%.%? El manejo
de estas patologias al nacimiento, en episodios agudos o por programacion requiere en muchos
casos el uso de CEC ya sea porque el paciente nace en estado de choque, presenta complicaciones

de la patologia o por una intervencion programada.?®

Circulacion extracorporea
La CEC es una medida terapéutica en que sangre desoxigenada del sistema venoso central es

oxigenada en un dispositivo de circulacion extracorpérea y se retorna sangre oxigenada al sistema

arterial. Actualmente es uno de los dispositivos preferidos para el soporte cardiopulmonar temporal



en pacientes con falla cardiovascular con o sin compromiso respiratorio. Entre las principales
indicaciones estan: el soporte circulatorio cuando hay falla para regresar a la circulacién espontanea
posterior al uso de bypass, en recién nacidos en que previamente no se ha reconocido una CC y
para dar una ventana de tiempo para la recuperacion o el tratamiento definitivo.?* Los pacientes

posoperados pueden mantenerse en CEC por dias hasta recuperar la funcion ventricular. 2

La CEC es un procedimiento agresivo que puede provocar complicaciones en muchos érganos y
sistemas e inducir un sindrome de respuesta inflamatoria sistémica. La gran mayoria de los
procedimientos quirdrgicos en la cirugia cardiaca se realizan bajo CEC, con pinzamiento adrtico y
paro cardiaco selectivo.?®

A consecuencia de la cirugia puede ocurrir bajo gasto en el postoperatorio por los periodos de
isquemia-reperfusion. Estos pacientes también se pueden presentar con respuesta inflamatoria
sistémica con signos como fiebre, leucocitosis y vasodilatacion lo que puede asociarse al circuito de
circulacion o al padecimiento del paciente?®, La mortalidad de los pacientes con CEC aumenta con
el tiempo en circulacion extracorpérea, sin embargo, la relacién es compleja y esta asociada a las
comorbilidades. En los pacientes en que se usa como ventana por tratamiento quirdrgico tiene

mejores resultados?’

Se ha reportado una diferencia significativa (p<0.000) en la mortalidad a 30 dias entre los pacientes

con pinzamiento de la aorta que estan menos de 75 minutos en CEC y mas de 75 minutos.?®

En la bdsqueda en bases de datos nacionales e internacionales no se encuentran estudios que
evallien en pacientes pediatricos que entran a CEC como se modifican las concentraciones de FasL
y su efecto sobre los resultados clinicos, los estudios precedentes que miden FasL antes y después
de CEC solo evaltan el efecto de los esteroides sobre FasL y la correlacion con marcadores de

apoptosis de miocardio.?®

Justificacion

Los efectos de FasL sobre el tejido miocardico estan descritos a nivel tedrico, y es poca, casi nula la
informacion acerca de las consecuencias de su elevacion en circulacion extracorpérea. FasL tiene
multiples funciones a nivel tisular y su efecto ha sido estudiado a nivel hepatico donde se ha
relacionado el aumento en su concentracion con falla hepética.® A nivel de corazén no esta claro el
efecto y los estudios actuales solo han evaluado su respuesta a esteroides y la concentracion en
enfermedades cronicas. Se sabe que el trauma, la isquemia, la lesion por reperfusion y en general
los estimulos inflamatorios elevan su concentracién, pero no esté claro si es la causa o consecuencia
de las manifestaciones a nivel tisular.’® Medir las concentraciones de FasL antes y posterior a la
CEC podria aportar un biomarcador predictor de los efectos a corto, mediano y largo plazo, mejorar
la comprension del efecto que tiene esta proteina y cédmo modifica la evolucién y prondstico del

paciente. Los niveles de FasL pueden ser medidos de manera practica en el laboratorio clinico con



la prueba de ELISA, lo que lo hace factible como biomarcador. La CC es la anomalia congénita mas
frecuente con prevalencia de hasta 1% en nacidos vivos. En México se esperan un aproximado de
18,000-20,000 casos anuales. En el IMSS la clinica de cardiopatia congénita en tercer nivel utiliza la

CEC de forma rutinaria para el manejo quirargico de estas patologias.?

Planteamiento del problema
La blsqueda en bases de datos nacionales e internacionales no arroja estudios que evallUen a nivel

clinico las consecuencias de la elevacién de FasL durante la CEC en pacientes con cardiopatia
congénita. Previamente se ha evaluado la regulacion al alza de FasL a nivel de mRNA en
mononucleares, sin embargo, esta molécula cumple su funcién como una proteina soluble que se
une directamente a las células e induce la apoptosis. Por tanto, es poca, casi nula la informacion

respecto a sus modificaciones en CEC y el efecto clinico que tiene.

Pregunta de investigacion
¢,Como se modifican los niveles de FasL en pacientes pediatricos después de cirugia cardiovascular

con circulacién extracorpérea?

¢ Existe correlacion y/o asociacion de los niveles de FasL encontrados en plasma y los resultados
clinicos y de laboratorio antes y después de estar en cirugia cardiovascular con circulacién

extracorpérea en pacientes pediatricos con cardiopatia congénita?

Objetivo general
Medir niveles plasmaticos de FasL en sangre periférica en pacientes con cardiopatia congénita antes

y después de estar en circulacién extracorpérea (CEC).

Objetivos especificos
Medir niveles Plasmaticos de FasL en sangre periférica en pacientes con cardiopatia congénita antes

(FasL1) y después (FasL2) de CEC utilizando la prueba de Ensayo Enzimatico de Inmuno Adsorcion
(ELISA).

Buscar correlacién de la concentracion diferencial de FasL (AFasL) con la CEC, la cuenta diferencial

de linfocitos (AL), y buscar asociacién con los resultados clinicos.



Hipotesis
Los niveles séricos de FasL en plasma se elevan en pacientes con cardiopatia congénita sometidos
a CEC y se correlacionan positivamente con los cambios en la cuenta de leucocitos.

Los cambios en la concentracion de FasL en plasma se asocian a los resultados clinicos (evolucion

y desenlace del paciente).

Variables cuantitativas
La variable cuantitativa independiente continua es el tiempo que dura el paciente en CEC y se define

como el tiempo que transcurre del inicio de la CEC (T1) a la finalizacion de la CEC (T2) tiempo en
CEC (tCEC)=CECT2-CECT1.

La concentracion diferencial de FasL (AFaslL) es una variable cuantitativa dependiente continua.
Es la diferencia en la concentracion de la medicion inicial de Fas (FasL1) comparado con la medicién

final (FasL2). Es la resta de la concentracion final a la concentracion inicial de FasL. (=FasL2-FasL1.

La cuenta diferencial de linfocitos (AL) es una variable cuantitativa dependiente continua. Es la
diferencia entre la cuenta de linfocitos previa (TL1) y la posterior (TL2) a la CEC. Es la resta de la
cuenta de linfocitos (L) posterior a la CEC (TL2) a la previa a la CEC (TL1).

Variables cualitativas
La evolucion es una variable cualitativa nominal dependiente y se define como la opinién subjetiva

del Cardiélogo que da seguimiento en los primeros 6 meses después de CEC y es reportada como

buena, mala o no reportada.

El desenlace es una variable cualitativa nominal dependiente y se define como el Ultimo resultado

clinico que tuvo el paciente posterior ala CEC y puede ser su alta, seguimiento o muerte del paciente.
Registro de las variables

La hora de inicio y finalizacion de la CEC se registré a partir de la hoja de derivacion cardiopulmonar.
La cuenta de linfocitos se registr6 de la biometria hematica que se realiza previa a la cirugia y la
biometria hematica de control posterior a ella. Para evaluar la evolucién de los pacientes se hizo un
seguimiento en el expediente electrénico (ECE) 6 meses después de la cirugia para revisar su

evolucién y el desenlace de su patologia.



Nombre la

variable

Edad

Sexo

Cardiopatia

Tiempo en
CEC (tCEC)

Concentracion
diferencial de
FasL (AFaslL)

Cuenta
diferencial de
linfocitos (AL)

Evolucion

Desenlace

Tabla 1. Descripcidn de variables

Definicion conceptual

Tiempo de vida

Caracteristicas de genitales al

nacimiento

Diagnostico clinico del

paciente

Tiempo que transcurre del
inicio de la CEC (T1) a la
finalizacion de la CEC (T2)

Diferencia en concentracion
de la medicion inicial (FasL1)
de FasL comparado con la
final (FasL2)

Diferencia entre la cuenta de
linfocitos previa y la posterior
ala CEC

Es e curso de |las
manifestaciones clinicas que

tiene el paciente

Es el resultado de la
intervencion quirdrgica con

CEC

Definicion operacional

Tiempo de vida en meses o

afos

Caracteristicas de genitales al
nacimiento con las que se es

asignado hombre o muijer.

Caracteristicas anatomicas del
defecto en ecocardiograma

Diferencia en minutos de la
finalizacion de la CEC (T2) con
el inicio de la CEC (T1).

(tCEC)=CECT2-CECT1

Es la resta de la concentracion
final a la concentracién inicial
de FasL. AFaslL=FaslL2-FasL1

Es la resta de la cuenta de
linfocitos (L) posterior a la CEC
(TL2) de linfocitos a la previa a
la CEC (TL1)

del
Carditlogo que da seguimiento

Opinién subjetiva

en los primeros 6 meses
después de CEC

Ultimo resultado clinico que

tuvo el paciente

Tipo de

variable

Cualitativa

Cualitativa

Cualitativa

Independiente
Cuantitativa

Dependiente
cualitativa

Dependiente
cuantitativa

Cualitativa

Dependiente

Cualitativa

Dependiente

Escala de

medicién

Continua

Nominal

Nominal

continua

Continua

Continua

Nominal

Nominal

Unidad de
medicion
Dias

Meses

Afios

Femenino,
masculino vy
no

determinado
Cian6genos

No

cianégena

Minutos

Ul/pl

Cantidad/ pl

Buena
Mala

No reportada

Alta,
seguimiento
0 muerte



Criterios de inclusion exclusion y eliminacion del proyecto principal
El presente proyecto estudié una cohorte anidada dentro de un proyecto principal que lleva por titulo

“Deteccion de marcadores apoptéticos Fas/FasL en pacientes pediatricos con cardiopatia congénita

manejados con circulaciéon extracorpérea” con nimero de registro R-2019-3502-059.

Los criterios de inclusion del proyecto principal fueron: Empleo de cirugia cardiovascular para corregir
cardiopatia, ingreso a la UCIN, mayores de un mes y menores de 16 afios, cardiopatia ciandégena o

no cianégena, consentimiento informado firmado y aceptado.

Los criterios de exclusion del proyecto principal fueron: infeccion evidente no controlada previo a la

CEC y uso de prostaglandinas previo a evento quirdrgico.

Los criterios de eliminacion del proyecto principal fueron: Expediente incompleto, deseo de retirarse
del estudio, muestra insuficiente para determinacién y fallecer antes de terminar el estudio.

Criterios de inclusidn, exclusion y eliminacion de este proyecto
Criterios de inclusion

Se incluyeron pacientes registrados dentro del proyecto principal, de cualquier género, lactantes
hasta adolescentes, con cardiopatia congénita corregida con cirugia cardiovascular bajo CEC, que
contaban con suficiente muestra previa a la CEC y posterior a la CEC y con expediente clinico

disponible. Que aceptaron con consentimiento informado y carta de asentimiento (en su caso).
Criterios de exclusién

Se excluyeron pacientes en los que no se pudo recolectar alguna de las muestras, la muestra fue

insuficiente o se degrado.
Criterios de eliminacion

Sin expediente clinico.

Tamafo de muestra
Los pacientes fueron elegidos en el proyecto principal por conveniencia por las condiciones de la

pandemia se recibieron 6 pacientes cada mes por lo que en una colecta de 5 meses se recibieron
30 pacientes. De la cohorte mayor fueron tomados todos los pacientes que cumplian los criterios de

inclusion.

Material y métodos
El presente proyecto estudié una cohorte anidada dentro de un proyecto principal que lleva por titulo

“Deteccién de marcadores apoptéticos Fas/FasL en pacientes pediatricos con cardiopatia congénita

manejados con circulacion extracorpérea” con nimero de registro R-2019-3502-059.

10



Tipo de estudio

Estudio clinico con disefio de cohorte analitico, retrospectivo y observacional. Cohorte anidada.

Universo de estudio

Pacientes pediatricos con CC que requirieron cirugia cardiovascular y fueron puestos en CEC y

fueron reclutados del Hospital General “Gaudencio Gonzalez Garza” del Centro Médico Nacional

(CMN) La Raza. Se tomo¢ el residuo de la muestra de control de biometria hematica (2ml) que se

toma previa a la cirugia y CEC, y se recogio el residuo de la muestra de biometria hematica (2ml) de

control posterior a la cirugiay CEC.

El remanente de la muestra de la cohorte mayor fue usado para realizar la medicion de FasL por el

método de ELISA en ambas muestras, la tomada previa a la CEC y la tomada posterior a la CEC.

Desarrollo del proyecto
Para la medicion de FasL se us6 el kit comercial Human Fas Ligand ELISA Kit (RAB 0178-1KT KIT).

Llevando a cabo la siguiente metodologia:

1.

Todos los reactivos y muestras se dejarobn a temperatura ambiente (28-25°C) antes de
usarlos. Se corrieron las muestras y el estandar por duplicado.

Se afladié 100 ul de cada prueba control y muestra de suero de pacientes en los pozos, se
cubrirdn los pozos y sera incubado por 2.5 horas a temperatura ambiente con agitacion lenta.
Se desechd la solucion y se lavara 4 tiempos con solucién de lavado 1X para cada pozo con
Buffer de lavado (300 ul) usando una pipeta multicanal o auto-lavador. Después del Ultimo
lavado se quit6 cualquier remanente del Buffer de lavado por aspiracién o decantacién. Se
invirtié la placa y se limpié contra papel.

Se afliadieron 100 pl de la preparacion Deteccion Entibad 1x a cada pozo. Se cubrieron los
pozos y se incubaron por una hora a temperatura ambiente con agitacion lenta.

La solucién fue desechada. Se repiti6 el lavado y se procedié como en el paso 3.

Fueron afiadidos 100 pl de la solucién preparada Streptavidina en cada pozo. Se cubrieron
los pozos y se incubaron por 45 minutos a temperatura ambiente con agitacién lenta.

Fue desechada la solucién y se repitio el lavado como en el paso 3.

Se afiadieron 100 pl de TMB One-Step Substrate Reagent (Item H) a cada pozo, se cubrieron
los pozos y se incubaron por 30 minutos a temperatura ambiente en la oscuridad con
agitacion lenta.

Fueron afadidos 50 pl Stop Solution (item 1) a cada pozo. Y se ley6 la absorbancia a 450
nm inmediatamente.

El proyecto se llevé a cabo en un periodo de 3 meses de junio del 2022 a septiembre de 2022. En

mayo de 2022 se desarroll6 este protocolo, en junio se presentd ante el Comité local de investigacion

11



en salud y el Comité de ética en investigacién. Se inicié la medicion de FasL y la revision de
expedientes fisicos en cuanto se obtuvo la autorizacion del comité de investigacion y ética del

hospital. En agosto del 2022 se analizaron los resultados y se reportaron el mismo mes.

Procesamiento de datos
Las variables fueron analizadas de forma comparativa usando SPSS v.23 software estadistico

(Corporaciéon IBM). Se hizo una correlacion entre la variable cuantitativa independiente y las
dependientes. Se realiz6 correlacién entre las concentraciones (Inicial, final y diferencial) de
FasL. Para las variables cuantitativas se utilizaron medidas de tendencia central que fueron
comparadas con t-Student y correlacion de Pearson para buscar diferencias entre los datos. Para
las variables cualitativas no se encontrd diferencia en los resultados clinicos de los diferentes

pacientes por lo no fue necesario otro analisis.

Aspectos éticos
Las muestras sanguineas fueron tomadas por un procedimiento habitual que se hace a estos

pacientes durante su tratamiento, toma de laboratorio clinico previo a su cirugia y un control posterior
a la cirugia. Por ello se encontraban en existencia y este estudio se clasifica como Investigacion sin
riesgo de acuerdo con el Reglamento de la Ley General de Salud en Materia de Investigacion para
la Salud. Se otorgd carta de consentimiento informado a los tutores para la autorizacion de la
participacién en el estudio y carta de asentimiento al participante cuando tenia entre 8 y 19 afios de
acuerdo con la Declaracion de Helsinki vigente (2013) de la Asociacion Médica Mundial y al

Reglamento de la Ley General de Salud en Materia de Investigacion.3% 32

El presente estudio tiene potencial de obtener conocimientos generalizables sobre el efecto de FasL
en CEC, la evolucién de los pacientes a corto y mediano plazo y mejorar el manejo de los pacientes

gue requieren esta intervencion médica.

Para garantizar la confidencialidad se le asigné un nimero de participante a cada individuo con el
gue se hizo todo el procesamiento de su muestra, todos los datos personales (NSS, nombre) fueron

eliminados al finalizar el proyecto.
Los individuos fueron seleccionados por su diagndstico y de acuerdo con los criterios de inclusion.

Los participantes del estudio no obtuvieron ningun tipo de beneficio o remuneracion por su

participacion.

Los participantes de presente proyecto declaran no tener ningn conflicto de intereses.
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Recursos, infraestructura financiamiento y factibilidad
La Unidad de investigacion en Inmunologia e Infectologia, Hospital de Infectologia “Daniel Méndez

Hernandez”, CMN “La Raza” aport6 la infraestructura, materiales y recursos humanos para llevar a

cabo las pruebas del proyecto.

Del Hospital General “Gaudencio Gonzalez Garza” se tomaron los pacientes, aporto la recoleccion

de los datos clinicos, el analisis de la informacion y la interpretacion de los resultados.

Aspectos de bioseguridad
En el presente proyecto se siguieron las especificaciones de la NOM-087-ECOL-SSA1-2002,

Proteccion ambiental - Salud ambiental - Residuos peligrosos bioldgico-infecciosos -

Clasificacién y especificaciones de manejo para el manejo de las muestras.®?

Las muestras fueron tomadas en el Hospital General Gaudencio Gonzalez Garza del Centro Médico
Nacional La Raza de pacientes que fueron puestos en CEC por cirugia cardiovascular y estaban
almacenadas en la Unidad de Investigacién Biomédica Hospital de Infectologia con un nivel de

contencion grupo de riesgo 2.

En el manejo de las muestras sanguineas se usaron medidas universales de proteccién para su
manejo (bata, lentes y guantes). El material bioldgico junto con los instrumentos e insumos
contaminados fueron identificados, envasados en bolsa roja y enviados al centro de acopio para su

recoleccién, tratamiento y disposicién final.
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Resultados

El proyecto principal recluto 30 pacientes de los que en nuestro proyecto 10 fueron eliminados por
falta de expediente o muestra plasmatica insuficiente dejando una muestra de 20 pacientes, la edad
promedio fue de 4.5 afios y se incluyeron 11 pacientes femeninos y 9 masculinos, el tiempo en CEC

en promedio fue de 101 minutos. Los datos de los pacientes se muestran en la tabla 2.

Datos demograficos

Numero de paciente Edad en afios = Sexo

1 3 F
Tabla 2. Datos demogréficos de la poblacién 2 9 F
estudiada. (0 afos indica recién nacido*) 4 1 .
5 14 M
6 1 F
7 1 M
8 2 M
9 3 F
10 7 M
11 0* M
12 10 F
13 0* F
14 6 F
16 1 M
17 6 F
19 6 F
20 10 M
24 0* F
27 1 M
30 o* M

X=4.5 11F 9M

N=20

Se pudo realizar la cuantificacion de FasL antes de CEC y después de CEC en 17 de nuestros 20

pacientes como se muestra en la tabla 3.
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Tabla 3. Concentraciones plasmaticas de FasL previo a la CEC (FasL1) y posterior a la CEC
(FasL2), a partir de estos datos de calcula la concentracidon diferencial de FasL (AFasL).

Paciente FasL1 (pg/ml) FasL2 (pg/ml) AFasL

1 164.38 103.7 -60.68
2 184.4 163.4 -21

3 95.4 99.7 4.3

4 190.2 214.5 24.3

5 364.4 299.3 -65.1
6 342.2 215.13 -127.07
7 239.8 237.5 -2.3

8 92.2 197.5 105.3
9 122.5 264.2 141.7
10 262.8 15.2 -247.6
12 46.9 15 -31.9
21 657 476 -181
22 160.9 29 -131.9
23 257 297.7 40.7
28 259.3 312.9 53.6
29 81.9 70.5 -11.4
30 162.8 117 -45.8
DS 148.6 125.5

Media 207.1 184

De nuestros 20 pacientes se recolecto biometria hemética previa y posterior a la cirugia. En el

paciente nimero 5 no se encontro la biometria previa a la CEC, como se muestra en la tabla 4.
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Tabla 4. Cuenta de linfocitos previa (TL1) y posterior (TL2) a la CEC. A partir de la cuenta de
linfocitos previa y posterior a CEC se calcula el diferencial (AL).

Paciente TL1 (linfocitos/ul) TL2 (linfocitos/ul) (AL)

1 710 4070 -3360
2 1030 2330 -1300
4 1740 1490 250

5 1310

6 2040 2330 -290
7 4650 7974 -3324
8 1590 4270 -2680
9 2810 1700 1110
10 500 2390 -1890
11 2210 4150 -1940
12 860 2850 -1990
13 1990 7260 -5270
14 1560 2080 -520
16 2460 3740 -1280
17 1380 5620 -4240
19 1830 5790 -3960
20 1880 1360 520
24 2070 2070 0

27 1690 240 1450
30 2490 8280 -5790

En nuestros 20 pacientes se pudo registrar el tiempo que permanecieron en CEC, CECT2-
CECT1=tCEC. (tabla 5)

Se recolecté la informacion acerca de su cardiopatia. En el paciente nimero 5 no se encontrg la

cardiopatia que padecia, pero si el resto de los datos (tabla 5)

Solo en 11 de los 20 pacientes se pudo registrar tanto tCEC como hacer el calculo de AFasL (tabla
5).

El tipo cardiopatia, tCEC, (AL) y AFasL se registraron en la tabla 5.
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Tabla 5. Se registra el diagndstico del paciente, el tiempo en CEC (tCEC), el diferencial de la

19

20
24
27
30

cuenta de leucocitos (AL) y la concentracidn diferencial de FasL (AFaslL).

Coartacion
Abrtica/ CIV
CIA OS

Clv

Coartacion adrtica/PCA
Atresia tricuspidea 1A / Dextrocardia

Interrupcion de arco adrtico tipo A/ PCA/ CIV
Atresia tricuspidea/CIV

Canal AV balanceado, CIA, CIV

Coartacion aortica+ CIV

CIAQOS

Coartacion/PCA

CIV perimembranosa

Atresia tricUspidea

CIA OS 25MM + conexion anémala parcial
de vena pulmonar superior derecha a VCS

Conexion anémala total de venas pulmonares tipo a seno

coronario/CIA
Atresia tricispidea

Coartacion de la aorta
Trauma de térax

Coartacion aértica con hipoplasia de arco aértico/PCA/ CIV

tCEC

44

107
120
82

49
62

175
104
82
150
40
26
44
219
76

107

131
28
282
97

(AL)
-3360

-1300
250
-1310

-290
-3324

-2680
1110

-1890
-1940
-1990
-5270
-520

-1280
-4240

-3960

520

0
1450
-5790

AFasL

60.68

-21
24.3
65.1

-127
2.3

105.3
-141.7
-247.6

-31.9

-45.8

Los resultados clinicos del seguimiento, la evolucion y el desenlace de los pacientes se registraron

en la tabla 6, en todos los casos hubo buena evolucién.
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Tabla 6. Se registra la evolucidon y el desenlace, todos los pacientes presentaron resultados
similares.

Paciente Evolucién Desenlace

1 Buena Seguimiento
2 Buena Alta

3 Buena

4 No reporta Seguimiento
5 Seguimiento
6 No reporta Seguimiento
7 No reporta Seguimiento
8 Buena Seguimiento
9 No reporta Seguimiento
10 Buena Seguimiento
11 Buena Seguimiento
12 Buena Seguimiento
13 Buena Seguimiento
14 No reporta Seguimiento
15

16 Seguimiento
17 No reporta Seguimiento
18

19 No reportada Seguimiento
20 Buena Seguimiento
21 Buena

22

23 No reportada

24 No reportada Seguimiento
27 Seguimiento
28 Buena

29 No reportado

30 No reportado  Seguimiento

Analisis de resultados
La tabla 5 muestra, el tiempo en circulacion extracorpérea tCEC, que fue calculado de la resta del

tiempo entre tCECT2 y tCECTL. Se registra AFasL que es calculado de la resta de la concentracion

de FasL2 a FasL1. Y la AL calculada de la resta de la cuenta de linfocitos TL2 a TL1.

La ilustracion 1 muestra el analisis de los resultados de concentracién plasmatica de FasL
determinada por ELISA. La concentracion inicial y final de FasL fueron analizadas y presentaban

distribucién normal por lo que se realiz6 el andlisis estadistico para buscar diferencia con la prueba
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t-Student. Se obtuvo una p=0.72 por lo que no hay diferencia estadisticamente significativa (como

se muestra en la ilustracion 1).

600 1

0.72

N
o
o

FAS L (pg/mL)

200 1

T T

t1 t2

llustracion 1. Concentracion de FASL1 y FasL2 determinada por ELISA. Se puede observar
que no existe diferencia significativa. El andlisis estadistico se realizé con la prueba t-
student obteniéndose una P =0.72.

Las variables AFasL, AL, tCEC estan en escalas de razon y siguen una distribucion normal en
nuestra muestra por lo que se aplicaron pruebas paramétricas, andlisis de correlacion bivariado,
Coeficiente de Correlacién de Pearson (r), que mide la correlacion estadistica entre dos variables

continuas con distribucion normal.

Se calculo r para las variables concentracion posterior a CEC (FasL2) y tCEC, la grafica de dispersion

muestra que las variables tienen correlacién positiva como se muestra en la ilustracion 2, el
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coeficiente de correlacion es bajo y no tiene correlacion estadisticamente significativa. Se muestra
en la tabla 7.

R? Lineal = 0.096
300.00 o

250.00

200.00 @

150.00

FasL2

100.00

50.00

.00

50.00 75.00 100.00 125.00 150.00 175.00

tCEC

Ilustracion 2. Grafico de dispersion, correlacion de Pearson entre las variables tCEC y FasL2
El grafico de dispersion muestra que la concentracion de FasL2 aumenta con el aumento o
la disminucién del tiempo en CEC.

Tabla 7. Correlacion de Pearson para las variables tCEC y FasL2.

tCEC FasL2
tCEC Correlacién de Pearson 1 r=0.310
Sig. (bilateral) p=0.353
N 11 11
FasL2 Correlacién de Pearson  0.310 1
Sig. (bilateral) 0.353
N 11 11

Se calculd r para el tiempo que los pacientes estuvieron en CEC y la concentracion diferencial de
FasL. El gréfico de dispersion (ilustracion 3) muestra que la concentracion diferencial de FasL

aumenta con el aumento en tCEC. El andlisis estadistico identifico baja correlacién entre el tCEC y
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AFasL (tabla 8) de acuerdo con el coeficiente de correlacion de Pearson. La correlacion entre estas

variables no es estadisticamente significativa.

200.00

100.00

0o

AFaslL

-100.00

-200.00

-300.00

50.00 7300 100.00 125.00 130.00 175.00

tCEC

llustracion 3. Grafico de dispersion, correlacion de Pearson entre las variables tCEC y
AFasL El grafico de dispersion muestra que la concentracion diferencial de FasL se eleva

con el aumento del tiempo en CEC.

Tabla 8. Correlacion de Pearson entre la tCEC y AFasL. El analisis identifico baja correlacién

entre el tiempo en Circulacion extracorpdrea y AFasL.

tCEC  AFasL
tCEC Correlaciéon de Pearson 1 r=0.27
Sig. (bilateral) p=0.40
N 20 11
AFasL  Correlacion de Pearson = .27 1
Sig. (bilateral) .40
N 11 11

Al estratificar a los pacientes que estuvieron por mas de 100 min en CEC (la media del tiempo en

CEC) se obtiene un alto coeficiente de correlacion (r=-0.83) sin embargo, no es estadisticamente
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significativo (p0.16) (tabla 9). La dispersidon sigue una relacion lineal como se muestra en la
ilustracion 4.

Tabla 9. Coeficiente de correlacién entre tCEC >100 min y AFasL.

tCEC >100 min AFasL

tCEC >100 min Correlacion de Pearson 1 r=0.83
Sig. (bilateral) p=0.16
N 4 4
AFasL Correlacion de Pearson 0.83 1
Sig. (bilateral) 0.16
N 4 4
150.00
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llustracion 4. Grafico de dispersidn, correlacidn entre las variables tCEC>100 min y AFasL.

estratificacidon de los datos que muestra a los pacientes que duraron mas de 100 min en

CEC. La correlacién entre Tcec y AFasL es alta cuando los pacientes duraron mas de 100
min en CEC.

Se calculo r para buscar correlacion del tCEC con TL2. El grafico de dispersion muestra que TL2

disminuye con el aumento de tCEC como se muestra en la ilustracion 5. El andlisis identifico baja
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correlaciéon entre el tiempo en Circulacion extracorpérea y TL2 de acuerdo con el coeficiente de
correlacion de Pearson. La correlacion entre estas variables no es estadisticamente significativa
como se muestra en la tabla 10.

R? Lineal = 0.072
10000.00

8000.00 L

6000.00

TL2

4000.00

2000.00 e o

.00

0o 50.00 100.00 150.00 200.00 250.00 300.00

tCEC

[lustracion 5. Grafico de dispersion, correlacion de Pearson entre las variables tCECy TL2
El grafico de dispersion muestra que la cuenta de linfocitos TL2 disminuye con el aumento
del tiempo en CEC.

Tabla 10. Coeficiente de correlacion de Pearson para las variables tCECy TL2.

tCEC TL2
tCEC  Correlacion de Pearson 1 r=-0.269
Sig. (bilateral) p=0.252
N 20 20
TL2 Correlacién de Pearson  -0.269 1
Sig. (bilateral) 0.252
N 20 20

Se calculo r para buscar correlacion del tCEC con AL. El gréfico de dispersion muestra que AL no
se modifica de forma especifica con el aumento o la disminucion tCEC (ilustracion 6).

El analisis identifico baja correlacion entre el tiempo en Circulacién extracorpérea y la cuenta
diferencial de linfocitos de acuerdo con el coeficiente de correlacion de Pearson. La correlacion entre

estas variables no es estadisticamente significativa como se muestra en la tabla 11.
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llustracion 6. Grafico de dispersion del analisis de correlacion entre tCEC y AL. El grafico de
dispersion muestra que la cuenta diferencial de linfocitos no se modifica de forma
especifica con el aumento o la disminucién del tiempo en CEC.

Tabla 11. Correlacién entre tCEC y AL.

tCEC AL
tCEC  Correlacion de Pearson 1 r=0.34
Sig. (bilateral) p=0.13
N 20 20
AL Correlacion de Pearson .34 1
Sig. (bilateral) .13
N 20 20

Se calculo r para buscar correlacién de AFasL con AL. El andlisis identifico un bajo coeficiente de
correlaciéon negativo entre AFasL y AL, sin embargo, estos resultados no son estadisticamente
significativos (mostrado en la tabla 12).

El grafico de dispersién muestra que la cuenta diferencial de linfocitos en general disminuye con el
aumento de AFasL (ilustracion 7).
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Tabla 12. Coeficiente de correlacidon de Pearson. Se encontré un coeficiente de correlacion
negativo entre AFasLy AL

AL AFasL
AL Correlacion de Pearson 1 r=0-.07
Sig. (bilateral) p=0.77
N 28 17
AFasL  Correlacion de Pearson  -.07 1
Sig. (bilateral) 77
N 17 17
2000 .00
@
@
oo @ @ o @ L @
L]
E]I -2000.00 L e
[}
e °
-4000.00
[ ]
-6000.00
-300.00 -200.00 -100.00 0o 100.00 20000
AFasL

Ilustracion 7. Grafico de dispersidn del analisis de correlacion entre AFasL y AL. El grafico
de dispersion muestra que la cuenta diferencial de linfocitos disminuye con el aumento de
AL.

Los resultados clinicos y el seguimiento fueron similares en todos los pacientes por lo que no fue
necesario un andlisis de asociacion entre estas variables y las concentraciones de FasL o el tCEC.
Discusion

La concentracion de FasL previa y posterior a la CEC se eleva en la mayoria de los pacientes
analizados, sin embargo, el andlisis de comparacién no encontré diferencias estadisticamente
significativas.
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FasL muestra tendencia al aumento de sus concentraciones con el aumento en el tiempo en
circulacion extracorpoérea. El efecto es mas marcado en los pacientes que estuvieron mas de 100
min en CEC (tCEC >100 min) como se muestra en la tabla 9, sin embargo, estos datos no son
estadisticamente significativos, lo que puede deberse a un tamafio de muestra pequefio, solamente
11 pacientes en los que se pudo realizar el andlisis de FasL y tCEC. Previamente se han obtenido
datos por cuantificacién con RT-PCR donde se observa elevacion significativa de FasL comparando
la concentracion previa y la posterior a una cirugia mayor a consecuencia de las citocinas

inflamatorias.”

En nuestro estudio el tiempo en CEC no parece modificar la cuenta diferencial de linfocitos de forma

significativa.

El andlisis de correlacién entre AFasL y AL mostré un coeficiente de correlacién negativo bajo, por
lo que hay una correlacion inversa entre la cuenta diferencial de linfocitos y AFasL, previos estudios
han reportado disminucion de la cuenta de linfocitos, sin embargo, se reconoce que este efecto
puede ser consecuencia de la redistribucion vascular en el postoperatorio.” En nuestro estudio no se

encontro correlacion estadisticamente significativa entre estas dos variables.

La respuesta de FasL a los procesos inflamatorios y la tendencia a su elevacién también se ha
demostrado en el proyecto principal, en el que por medio de RT-PCR realizando mediciones relativas
de la expresion de FASL en comparacién con la CTNNBL1 (B-Catenina) previo a la CEC y posterior
a la CEC se observo tendencia a la elevacion de la expresion del gen (mostrado en el anexo,
ilustracion 9), sin embargo, los datos no tienen diferencia estadisticamente significativa (mostrado

en el anexo, ilustracién 8).

Los resultados clinicos tanto en la evoluciéon como en el seguimiento a los 6 meses fueron favorables
en todos los casos por lo que no se consideré necesario un analisis de asociacién entre estas
variables y las concentraciones de FasL o el tCEC. Esto est4 relacionado con el manejo oportuno de
los pacientes y el éxito de las intervenciones. Se desconoce su efecto a largo plazo.

Conclusién
e FaslL tiende a elevarse posterior a la CEC y este efecto es mas marcado en los pacientes

gue estan mas de 100 min en CEC.

e En nuestro estudio el tiempo en CEC no modifica la cuenta diferencial de linfocitos de forma
significativa.

e Encontramos baja correlacion negativa de la cuenta diferencial de linfocitos y AFasL, la caida
en la cuenta de linfocitos se podria explicar por elevacion de FasL, pero también por otros
fenébmenos como la redistribucion vascular en el postoperatorio.”

e No hay una asociacion visible en el corto y mediano plazo en la evolucion o desenlace de

los pacientes con ninguna de las variables estudiadas.
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En nuestro estudio el nimero de muestra es relativamente pequefio, se podrian aumentar
los pacientes analizados para observar el cambio en la concentracion de FasL.

El efecto de FasL en el miocardio podria ser analizado en modelos con mayor control como
tejidos in vitro para determinar la importancia biolégica de este ligando sobre la funcion
cardiovascular. Asi, se podria obtener mayor precision acerca del efecto que tiene el ligando

sobre las células del miocardio.
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llustracion 8. Medicion de la expresion relativa de FASL en el proyecto principal. (Agregada
del proyecto principal con permiso de la VILMA CAROLINA BEKKER MENDEZ)

Muestras

llustracion 9. RT-PCR con PCR punto final del mRNA de FASL usando B-catenina como
control. (Agregada del proyecto principal con permiso de la VILMA CAROLINA BEKKER MENDEZ)

Formato 1. Carta de consentimiento informado del proyecto principal:



“Deteccion de marcadores apoptéticos Fas/FasL en pacientes pediatricos con cardiopatia

congénita manejados con circulacion extracorporea” con nimero de registro R-2019-3502-059.

INSTITUTO MEXICANO DEL SEGURO SOCIAL A
CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO ’

(NINOS Y PERSONAS CON DISCAPACIDAD) IMSS

Estudio: “Deteccion de marcadores apoptéticos Fas/FasL en pacientes pediatricos
con cardiopatia congénita manejados con circulacion extracorpo6rea”

Investigador Principal: Dra Bekker Méndez Vilma Carolina

Sitio: Terapia Intensiva Pediatrica, Hospital General Gaudencio Gonzalez Garza CMN La
Raza IMSS.

México, D.F. a de de

Numero de Registro: R-2019-3502-059

El Instituto Mexicano del Seguro Social en colaboracién con la Unidad de Terapia Intensiva
Pediatrica del Hospital General Gaudencio Gonzalez Garza del CMN La Raza, le esta
invitando a participar en este estudio a su hijo. Antes de decidir si participa 0 no, debe
conocer y comprender cada uno de los siguientes apartados. Este proceso se conoce como
consentimiento oral informado. Siéntase con absoluta libertad para preguntar sobre
cualquier aspecto que le ayude a aclarar sus dudas al respecto.

Justificacion del Estudio

Conocer la inflamacion que se presenta en todos los procedimientos quirdrgicos (como el
de su hijo), para implementar mejores estrategias de manejo y pronostico.

Propésito del Estudio

Conocer y describir mejor la inflamacién que se presenta en todos los eventos quirlrgicos,
en especial en el tipo de cirugia de su hijo, con la finalidad de proponer mejores estrategias
de tratamiento.

Tipo de Intervencién en el estudio (procedimiento):

Le tomaremos a su hijo 2 muestras de sangre en total, en 2 ocasiones, una previo al inicio
del procedimiento quirurgico y 24 horas después de la cirugia. Seran 4 ml por muestra
(menos de una cuchara) a traves de cateter vascular (por lo que nunca sentira dolor por
puncién). Ademas de esto, recolectaremos el registro de evolucion de su hijo.

Posibles Riesgos y molestias de la Investigacion:

Debido a que se toman de lineas vasculares (o catéteres), no se presentara dolor por
puncion (no se introducird aguja) para la obtencion de la muestra.

Posibles Beneficios que recibird al participar en el estudio:



Usted no sera beneficiado de ninguna manera directa, pero la informaciéon que se genere,
contribuird en gran medida a mejorar las estrategias de atencion a niflos como su hijo.

Informacién sobre resultados y alternativas de tratamiento:

De asi desearlo, podra solicitar el resultado de dicha muestra de sangre (Fas/FasL). Este
resultado no modifica la terapuetica que amerite su hijo.

Participacion o retiro:

Su participiacion es valiosa, volunataria y libre, si no desea participar o desea retirarse, su
hijo continuara recibiendo todos los beneficios de atencién que su hijo requiera.

Privacidad y Confidencialidad

Toda la informacion (resultados de laboratorio, resgistros y nombre) seran protegidos y
mantenidos en completa confidencialidad y nadie podra tener acceso a ellos, a menos que
solo personas del comité de etica local considere autorizados para ello. No se revelara su
informacion personal a otras personas que sean agenas al presente estudio.

Como una institucién que otorga servicio de investigacion en salud, las autoridades
sanitarias en México podrian solicitar acceso a la informacién para evaluar la metodologia
y calidad de los datos de los estudios de investigacion, pero su identidad sera confidencial
en todo momento. Cuando los resultados de este estudio sean publicados o presentados
en conferencias, no se dara informacion que pudiera revelar su identidad. Su identidad sera
protegida y ocultada. Para proteger su identidad le asignaremos un numero que
utilizaremos para identificar sus datos, y usaremaos ese nimero en lugar de su nombre en
nuestras bases de datos. Su muestra sera cuidadosamente resguardada en la Unidad de
Investigacibn Médica en Inmunologia e Infectologia, Hospital de Infectologia CMN “La
Raza”.

Marque con una “X” la opcidon que usted considera mas conveniente con respecto a la
autorizacion para recoleccién de la muestra de sangre periférica:

No autorizo 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

En caso de que autorice que se tome la muestra para este estudio y estudios futuros;
Ud debe saber y conocer que esta muestra se guardara por tres afios 2018-2021.

Disponibilidad de tratamiento médico:

La disponibilidad del tratamiento o el tratamiento que necesite su hijo inherente al
procedimiento quirurgico que le realizaran a su su hijo, sera total y continuo, de acuerdo a
lo que amerite.

Costos y remuneraciones:

Los costos del procedimiento tanto de evaluacién como de laboratorio, no tienen ningln
costo, usted no tendrd que pagar por nada que este relacionado con este estudio. Asi



también es importante que sepa que al participar en este estudio no se le otorgara ninguin
tipo de remuneracion.

Beneficios al termino del estudio:

Incrementara el conocimiento acerca de la inflamacion que se presenta en los eventos
quirurgicos como el de su hijo.

Informacién adicional importante:

Su participacion es completamente voluntaria, si usted decide no ser parte del estudio
clinico, no sera forzado ni motivado a explicar su decision. Si usted acepta firmar este
documento y ser parte del estudio y posteriormente decide ya no participar, podra retirar su
autorizacién sin que esto le ocasione que pierda sus beneficios que le otorga la atencion
médica en este Instituto y usted podra sin ningln problema continuar con su tratamiento.
No se trabajara mas con sus datos y muestras de material biol6gico, ademas de que estas
seran automaticamente desechadas.

Si usted autoriza que su muestra bioldgica se resguarde, debe saber que sera conservada
por 3 afios una vez finalizado el estudio, posterior a esto sera desechada.

En caso de dudas o aclaraciones sobre sus derechos como participante podra
dirigirse a: Comité de Etica en Investigacion de la CNIC del IMSS: Avenida
Cuauhtémoc 330, 4° piso Bloque “B” de la Unidad de Congresos, Col. Doctores,
CP06720, CDMX

Teléfono (55) 56276900 extension 21230.

Correo electrénico: comiteeticainv.imss@gmail.com o0: comision.etica@imss.gob.mx

Informacion de Contacto:
En caso de que tenga dudas o preguntas favor de contactar a las siguientes personas

IDENTIFICACION DE LOS INVESTIGADORES INVESTIGADOR RESPONSABLE
Dra. Vilma Carolina Bekker Méndez

Titular de la Unidad de Investigacién Biomédica en Inmunologia e Infectologia. Hospital de
Infectologia “Dr. Daniel Méndez Hernandez” Centro Médico Nacional “La Raza”. Avenida
Jacarandas esq. Seris, Colonia La Raza (02990). CDMX. Tel. 57821088 Ext. 24322,
Laboratorio 24315 E-mail: bekkermendez@yahoo.com

N° Matricula IMSS 11113452
INVESTIGADORES ASOCIADOS

Dr. José Cosmos Saldafia Sanchez.

Adscrito a la Terapia Intensiva Pediatrica, Centro Médico Nacional La Raza, Hospital
General Gaudencio Gonzélez Garza, en el séptimo piso._Avenida Jacarandas esq. Seris,
Colonia La Raza (02990). CDMX. Cel 5514410877. cosmos_sal@hotmail.com
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mailto:comision.etica@imss.gob.mx
mailto:bekkermendez@yahoo.com
mailto:Cosmos_sal@hotmail.com

FIRMA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO

He tenido el tiempo suficiente para leer y comprender la carta de consentimiento informado.
El propdsito y naturaleza del estudio se me han explicado.

He tenido oportunidad de hacer preguntas y se me han otorgado respuestas comprensibles.
Entiendo que puedo expresar mis dudas durante el estudio y me seran aclaradas.

Declaro no omitir informacién que pueda afectar mi salud durante la realizacion del estudio.
Mi participacion en este estudio es completamente voluntaria.

Comprendo que la informacion que se genere durante el estudio puede ser difundida, pero
siempre se respetara mi confidencialidad y no sera revelada mi identidad.

Acepto participar en el estudio clinico, entiendo también que estoy en libertad de retirarme
del estudio en cualquier momento y por cualquier razén sin afectar el estudio en marcha.

Comprendo que recibiré un duplicado firmado de este consentimiento escrito.

Nombre y firma de ambos padres o titures o representante legal:

Nombre:

Firma: Fecha:

Nombre y firma de quien obtiene el consentimiento:

Nombre:

Firma: Fecha:

Testigo 1:

Nombre:

Firma: Fecha:

Domicilio:

Relacién con el sujeto:

Testigo 2:

Nombre:

Firma: Fecha:

Domicilio:




Relacion con el sujeto:

Investigador o Personal autorizado que llevo a cabo el proceso de consentimiento
informado:

Nombre:

Firma: Fecha:

Formato 2. Carta de asentimiento de proyecto principal “Deteccién de marcadores

apoptoticos Fas/FasL en pacientes pediatricos con cardiopatia congénita manejados con

circulacion extracorpérea” con nimero de registro R-2019-3502-059.



INSTITUTO MEXICANO DEL SEGURO SOCIAL
UNIDAD DE EDUCACION, INVESTIGACION
Y POLITICAS DE SALUD
COORDINACION DE INVESTIGACION EN SALUD
CARTA DE ASENTIMIENTO INFORMADO
(CASOS)

CARTA DE ASENTIMIENTO INFORMADO PARA PARTICIPACION EN EL PROTOCOLO DE
INVESTIGACION

Nombre del estudio: “Deteccion de marcadores apoptéticos Fas/FasL en pacientes
pediatricos con cardiopatia congénita manejados con circulacion
extracorporea”

Investigador Principal Dra. Bekker Méndez Vilma Carolina responsable

del protocolo

Lugar y fecha: Terapia Intensiva Pediatrica, Hospital General Gaudencio
Gonzalez Garza CMN La Raza IMSS. México, D.F.a___ de

de

Numero de registro: R-2019-3502-059




Presentacion e invitaciéon a Mi nombre es: Dra Bekker Méndez Vilma Carolina y José Cosmos
Saldafia Sanchez, trabajamos en un laboratorio de investigacion y en la terapia intensiva pediéatrica, del
Centro Médico Nacional “La Raza” y estamos realizando un estudio para conocer los marcadores de
apoptosis Fas/FasL en pacientes pediatricos con cardiopatia congénita manejados con circulacion
extracorplrea

Nos interesa invitarte a que participes en este estudio ya que acudiras a la Terapia Intensiva
Si tus padres y tu estan de acuerdo. Tendras que hacer lo siguiente:

A) Permitirnos obtener en 2 ocasiones (una en el quir6fano y otras 24 horas de tu cirugia en la
Terapia Intensiva Pediatrica) a través de un catéter venoso, menos de una cuchara de sangre (4 ml).
Esto ser& sin generar ningun dolor o malestar.

B) Recolectar el registro de tu evolucion en la Terapia Intensiva Pediatrica (también sin general
dolor o molestia).

Este estudio busca la deteccion de marcadores de inflamacién después del procedimiento quirirgico
gue se presenta en todos los casos de nifios como ta. La informaciéon que se obtenga ayudara a tu
meédico tratante a tener un mejor conocimiento de la inflamacion.

Tu participacién es libre y voluntaria, es decir, es la decision de tus padres y tuya si participas en este
proyecto gendémico.

También es importante que sepas que, si estabas participando y tus padres y tu no quieren continuar
en el estudio, no habra ningun problema y se respetara tu decision.

Si no quieres responder a alguna pregunta en patrticular, es necesario que lo digas. Es tu decisién y se
respetara.

Si no participas o si dejas de participar en algiin momento de esta investigacion, igualmente seguiras
recibiendo los cuidados que necesites, por parte del hospital y de tu médico, el
Dr.

La informacion que tengamos de ti y tu salud serd un secreto. Esto quiere decir que no diremos a
nadie tus respuestas o resultados de los estudios s6lo lo sabran las personas que forman parte del
equipo de este estudio.

Si aceptas participar, te pido que por favor pongas una x en el cuadrito de abajo que tu prefieras, que
tu decidas y escribir tu nombre.




EN CASO DE QUE ACEPTES QUE SE TOME LA MUESTRA PARA ESTE ESTUDIO Y ESTUDIOS
FUTUROS. DEBES SABER Y CONOCER QUE LA MUESTRA SE GUARDARA POR TRES ANOS
(2019-2022).

NO QUIERO PARTICIPAR

SI AUTORIZO PARTICIPAR EN ESTE ESTUDIO
SI AUTORIZO QUE SE TOME LA MUESTRA PARA ESTE ESTUDIO Y ESTUDIOS FUTUROS

NOMBRE DEL PARTICIPANTE:

FECHA:

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

Investigador Responsable: Dra Vilma Carolina Bekker Méndez, al teléfono: 5557245900 ext. 243322
0 24315 en el Servicio o la Unidad de Investigacion Médica en Inmunologia e Infectologia, ubicada en
Centro Médico Nacional La Raza.



Colaboradores: Dr. José Cosmos Saldafia Sanchez , a los teléfonos: 55245900
extension 223489 o 23490

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. T teléfono (55) 56 27 69 00

extension 21230, Correo electrénico: comiteeticainv.imss@agmail.com

Nombre y firma de quien obtiene carta de
_ asentimiento
Nombre y firma de uno o ambos padres o

tutores o representante legal

Testigo 1 Testigo 2

Nombre, direccion, relacion y firma Nombre, direccion, relacion y firma




Formato 3. Dictamen de autorizacion de la cohorte del proyecto principal:

“Deteccion de marcadores apoptéticos Fas/FasL en pacientes pediatricos con cardiopatia
congénita manejados con circulacién extracorpérea” con nimero de registro R-2019-3502-059.

> INSTITUTO MEXICANO DEL SEGURO SOCIAL
@ DIRECCION DE PRESTACIONES MEDICAS

Dictamen de Autorizado

Comité Local de Investigacion en Saiud 3502 con nimero de registro 18 Cl 09 002 001 ante COFEPRIS y nimero de registro ante
CONBIOETICA CONBIOETICA 09 CEI 027 2017101
HOSPITAL GENERAL DR. GAUDENCIO GONZALEZ GARZA. CENTRO MEDICO NACIONAL LA RAZA

FECHA Lunes, 18 de febrero de 2019,

DRA. VILMA CAROLINA BEKKER MENDEZ
PRESENTE

Tengo el agrado de notificarle, que el protocolo de investigacion con titulo

“Detecciéon de marcadores apoptoticos Fas/Fasl en pacientes pediatricos con cardiopatia congénita manejados con
circulacion extracorpérea™

que somelié a consideracion para evaluacion de este Comité Local de Investigacdn en Salud, de acuerdo con las recomendaciones
de sus integrantes y de los revisores, cumple con la calidad metodoldgica y los requerimientos de ética y de investigacion, por lo que el
dictamen es AU T O R 1 Z A D D con el nimero de registro institucional

No, de Registro J
) R-2010-3502-059 B
ATENTAMENTE
DR. GUILLERMO C REYNA
Presidente del Comi de Investigadién en Salud No. 3502

IMSS
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