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RESUMEN

“Evaluacion de la activacion de las subpoblaciones de monocitos provenientes de
pacientes con infarto agudo del miocardio en respuesta a IL-17 y su asociacion con el
desenlace clinico”

*Pérez- Veldzquez, Nataly; ** Madrid- Miller, Maria Alejandra; ***Chavez- Sdnchez, Luis; ****Garza-Reyes, Guadalupe
Monserrat.

*Residente de tercer afio Cardiologia, Hospital de Cardiologia Centro Médico Nacional, Siglo XXI, ** Direccidn de
Ensefianza, Hospital de Cardiologia Centro Médico Nacional Siglo XXI, *** Unidad de Investigacion Médica en
Inmunologia, Hospital de Pediatria, Centro Médico Nacional Siglo XXI, **** Unidad de Investigacién Médica en
Inmunologia, Hospital de Pediatria, Centro Médico Nacional Siglo XXI.

Antecedentes:Las enfermedades cardiovasculares actualmente son la principal causa de
muerte y México no escapa a esta situacién. Siendo la enfermedad arterial coronaria la
causa subyacente mas comun. La aterosclerosis es una enfermedad progresiva
caracterizada por la acumulacion de lipidos y elementos fibrosos en las arterias. Es una
enfermedad inflamatoria crénica que involucra al sistema inmune innato y adaptativo. En
lo particular, los linfocitos T cooperadores (Th) juegan un papel esencial en la respuesta
inmune, secretando citocinas entre éstas la IL-17. Sin embargo, el papel que juega la IL-17
en la activacion de las subpoblaciones de monocitos no se ha establecido.

Objetivos:Determinar la activacion de las subpoblaciones de monocitos humanos en
respuesta a la IL-17 y su asociacién con el curso clinico de los pacientes con infarto agudo
del miocardio con elevacion del segmento ST (IAM CEST).

Material y métodos: Se trata de un estudio prospectivo, clinico- basico, concurrente,
comparativo. Se incluiran pacientes de cualquier sexo, mayores de 40 afios que ingresen
con diagndstico de IAM CEST al Hospital de Cardiologia de Centro Médico Nacional SXXI,
que ingresen en las primeras 24hrs de iniciado el cuadro y que firmen un consentimiento
informado para su participacion; se excluirdn pacientes con enfermedades crénicas
degenerativas o neopldsicas que tengan una esperanza de vida menor a 2 aiios, procesos
infecciosos o que modifiquen la respuesta inflamatoria de los pacientes. Se realizaran dos
tomas de muestra de los pacientes para evaluar las subpoblaciones de monocitos en
respuesta a la IL-17, las primeras 24 horas de iniciados los sintomas y la segunda 5 dias
después del infarto. Las poblaciones de monocitos clasicos e intermedios se estimularan
por separado con IL-17 y se recuperan los sobrenadantes. También, se recuperara el
plasma de las muestras y se congelard. De los sobrenadantes y del plasma se
determinaran los niveles de fratalquina, IL-10, IL-17A, IL-1B, IL-6, MCP-1, TNF-a, VEGF. Las
variables clinicas a evaluar seran los eventos isquémicos recurrentes, sea angina,
reinfarto, necesidad de procedimientos de revascularizacion, muerte cardiovascular,
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durante la hospitalizacién, a los 3 y a los 6 meses; el seguimiento se realizard via
telefdnica, se revisaran los expedientes clinicos. Se relacionara la respuesta que presentan
los monocitos estimulados con IL-17 con la evolucidn clinica que tengan los pacientes
intrahospitalaria, a los 3 y 6 meses. Las variables continuas se describen como media + DE
o mediana y rango interquartil segin corresponda. Las variables categdricas se expresan
en frecuencias y proporciones, la comparacion entre dos grupos se hara por T-student o
U-mannwhitney.

Recursos e infraestructura:Pacientes: El Hospital de Cardiologia, de Centro Médico
Nacional Siglo XXI cuenta con servicio de urgencias y unidad coronaria para la atencién de
los pacientes con IAM CEST. El método de reperfusion sera el indicado de acuerdo a su
tiempo de evolucidn.Recursos fisicos y materiales: La Unidad de Investigacion Médica en
Inmunologia, UMAE Hospital de Pediatria, CMN SXXI, 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 afios.
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MARCO TEORICO

ENFERMEDAD CARDIOVASCULAR

Las enfermedades cardiovasculares (ECV) actualmente son la principal causa de muerte en
los paises industrializados y se espera que también lo sean en paises en vias de desarrollo
en el ano 2020. En la ultima década, las enfermedades cardiovasculares se han convertido
en la causa individual de muerte mas importante en todo el mundo. Entre ellas, la
enfermedad arterial coronaria es la manifestacién mads prevalente, y se asocia a alta
morbimortalidad, la aterosclerosis constituye el contribuyente mas importante de esta
carga creciente de enfermedad cardiovascular. La mayor disponibilidad de alimentos ricos
en grasas saturadas, junto con una menor actividad fisica, provoca un aumento de la
aterosclerosis. La Organizacién Mundial de la Salud (OMS) reporté en el 2013 cerca de
17.3 millones de muertes por esta causa, de las cuales 7.4 millones fueron por cardiopatia
isquémica, principalmente por Infarto Agudo del Miocardio (IAM) [2]. En México el ultimo
reporte del Instituto Nacional de Estadistica y Geografia (INEGI) del 2015 113,240 muertes
fueron por ECV, siendo la primera causa de mortalidad en el pais, mientras que las
enfermedades isquémicas del corazén con 77,284 muertes representaron la segunda
causa de muerte. Los factores de riesgo que se han asociado a un aumento del riesgo de
enfermedad arterial coronaria son: la edad avanzada, el tabaquismo, la hipertension
arterial, dislipidemia, (siendo el colesterol LDL un factor importante, ya que las
concentraciones altas de éste predicen sistematicamente el riesgo de episodios
cardiovasculares), el sindrome metabdlico, resistencia a la insulina y la diabetes mellitus,
entre otros.

FORMACION DE LA PLACA ATEROSCLEROTICA

La aterosclerosis es una enfermedad inflamatoria créonica que involucra al sistema inmune
innato y adaptativo; desde la década pasada, se ha llegado a apreciar el rol prominente
de la inflamacion en la aterosclerosis y sus complicaciones. Mientras muchos clinicos
previamente se referian al ateroma como una lesién blanda, la nocidn actual de que la
inflamacién y la respuesta inmune contribuyen a la aterogénesis ha ganado un creciente
interés en el drea de la biologia molecular. ' Rudolf Virchow reconocié la naturaleza
inflamatoria de las placas ateroscleréticas, entendié la aterosclerosis como un proceso
activo de reaccion tisular mas que una simple incrustacion de trombo o depdsito de
material graso. Desde los dias de Virchow, los patélogos han reconocido a las células
espumosas cargadas de lipidos, como un sello distintivo del ateroma, muchas de las
células espumosas surgen de fagocitos mononucleares, aunque las células del musculo liso
y endoteliales pueden también cargarse con lipidos. *

Los primeros pasos de la aterogenia humana siguen siendo en gran medida objeto de
conjetura. Tras el inicio de una dieta aterogénica, es decir, de una dieta rica en colesterol y
grasas saturadas, se produce una acumulacién de pequenas particulas lipoproteicas en la
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intima arterial. Parece que éstas particulas lipoproteicas se adosan a los proteoglucanos
de la intima y tienden a reunirse en agregados. > La unién de las lipoproteinas a los
proteoglucanos de la intima conlleva la captura y retencidon de estas particulas y es la
responsable de la prolongacién de su tiempo de residencia’. Las particulas lipoproteicas
unidas a los proteoglucanos son mas proclives a la oxidacién y a otras modificaciones
quimicas. Otros estudios sugieren una permeabilidad aumentada de la capa Uunica
endotelial en los lugares de lesidn con predileccion por las lipoproteinas de baja densidad
(LDL) 3. Otro aspecto clave de la aterogenia es la llegada y acumulacidn de leucocitos, que
se produce también en las primeras fases de la produccién de la lesién®. En general, las
células endoteliales normales resisten las interacciones de adherencia con los leucocitos,
incluso en los tejidos inflamados, la mayor parte de la llegada y trafico de leucocitos tiene
lugar en las vénulas poscapilares y no en las arterias®. Sin embargo, en una fase muy
precoz tras el inicio de la hipercolesterolemia, los leucocitos se adhieren al endotelio y se
mueven entre las uniones de las células endoteliales o incluso penetran a través de ellas
(transcitosis) para entrar en la intima, donde comienzan a acumular lipidos y a convertirse
en células espumosasa. Ademas de los monocitos, los linfocitos T también tienden a
acumularse en las lesiones aterosclerdticas precoces humanas y animales. La adherencia
de los monocitos y de los linfocitos T al endotelio esta regulada por la expresion de
determinadas moléculas de adherencia leucocitaria en la superficie de las células
endoteliales®. Existen dos amplias categorias de moléculas de adherencia leucocitaria.
Dentro de los miembros de la superfamilia de inmunoglobulina se encuentran estructuras
tales como la molécula de adherencia celular vascular 1 (VCAM-1); esta molécula de
adherencia tiene un interés especial en el contexto de la aterogenia precoz, pues
interactia con una integrina (antigeno-4 muy tardio (VLA-4) que se expresa
caracteristicamente solo en las clases de leucocitos que se acumulan en el ateroma inicial:
los monocitos y los linfocitos T*. Otra molécula de adherencia leucocitaria, miembro de la
superfamilia de las inmunoglobulinas, es la molécula de adherencia leucocitaria
intercelular-1 (ICAM-1); esta molécula es mas ubicua, tanto en lo que se refiere a los tipos
de leucocitos a los que se une, como en su amplia y constitutiva expresidon a niveles bajos
por las células endoteliales en muchas partes de la circulacion® Las selectinas constituyen
otra amplia categoria de las moléculas de adhesidn leucocitaria; de ellas, el prototipo es la
E-selectina o CD62E, la cual preferentemente recluta leucocitos polimorfonucleares, un
tipo de célula muy pocas veces encontrada en el ateroma temprano™

Una vez adheridos al endotelio, los leucocitos deben recibir una sefalizacién para
penetrar la monocapa endotelial y entrar en la pared arterial. El concepto actual de la
migracion directa de los leucocitos, involucra la accion de proteinas conocidas como
citocinasquimioatrayentes o quimiocinass‘ Dentro de las muchas quimiocinas implicadas
en la aterogenesis, dos son de particular interés en el reclutamiento de las células
mononucleares caracteristicas del ateroma temprano. Una de ellas, la proteina 1
guimioatrayente de monocitos (MCP-1), o CCL2, es producida en el endotelio en respuesta
a las lipoproteinas oxidadas y otros estimulos™ Otro grupo de citocinasquimiotacticas
pueden aumentar la acumulacion de linfocitos en las placas.

Los monocitos, una vez reclutados en la intima arterial, pueden absorber los lipidos y
convertirse en células espumosas o macréfagos cargados de lipidos. Aunque la mayoria de
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las células pueden expresar el clasico receptor para LDL en su superficie celular, este
receptor no interviene en la acumulacién de células espumosas. En lugar del clasico
receptor para LDL, varias moléculas conocidas como receptores scavengerparecen mediar
la excesiva carga de lipidos caracteristica de la formacién de células espumosas®, estos
receptores participan en la internalizacién de las lipoproteinas en el monocito. Otros
receptores que se unen a lipoproteinas modificadas y que pudieran participar en la
formacién de células espumosas incluyen el CD36 y la macrosialina, esta ultima con unidn
preferencial para las formas de LDL oxidada® Una vez que los macréfagos residen en la
capa intima y se convierten en células espumosas, se pueden replicar. Los factores que
desencadenan la divisidn celular de macréfagos en la placa aterosclerdtica probablemente
incluyen factores de crecimiento, como el factor estimulante de la colonia de macréfagos
(M-CSF), factor estimulante de la colonia de granulocitos-macréfagos (GM-CSF) y la
interleucina-3.

Mientras que los eventos tempranos en el inicio de la placa de ateroma comprenden
principalmente la funcion endotelial alterada y el reclutamiento y acumulacion de
leucocitos, asi como la formacion de la estria grasa, la evolucidén subsecuente del ateroma
en placas mas complejas involucra a las células musculares lisas (CML)'% Algunas de estas
células probablemente llegan a la capa intima en etapas tempranas de la vida, otras se
acumulan en el ateroma avanzado después de su reclutamiento desde la capa media o
surgen de precursores sanguineos. En adicion a su replicacién, la muerte de las células
musculares lisas puede participar también en la complicacién de la placa aterosclerética™
Algunas CML en el ateroma avanzado muestran fragmentacion de su ADN nuclear que es
caracteristico de la muerte celular programada o apoptosis. La apoptosis puede ocurrir en
respuesta a citocinas inflamatorias presentes en el ateroma. Ademas de estas citocinas,
las células T del ateroma pueden participar en la eliminacién de las CML; en particular,
ciertas poblaciones de células T pueden expresar el ligando Fas en su superficie; el ligando
Fas puede unirse a Fas presente en la superficie de las CML y, en conjunto con las
citocinasproinflamatorias, conducir a la muerte de éstas*

Fig. 1 Aterosclerosis
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INFARTO AGUDO DEL MIOCARDIO

En condiciones normales, para cualquier nivel de demanda de oxigeno, el miocardio
controlara el aporte de sangre oxigenada para prevenir la hipoperfusién de los miocitos y
el desarrollo subsecuente de isquemia e infarto. Con la reduccién del lumen de las arterias
coronarias, la aterosclerosis limita los incrementos apropiados en la perfusidn coronaria
cuando la demanda de oxigeno estd aumentada, como sucede durante el ejercicio.
Cuando la estenosis es severa, la perfusién miocardica en el estado basal se encuentra
también reducida. El infarto agudo del miocardio usualmente ocurre cuando el flujo
sanguineo coronario disminuye abruptamente después de la oclusién trombética de una
arteria coronaria. Casi todos los sindromes coronarios agudos (SICA) resultan de la
aterosclerosis, generalmente con trombosis coronaria sobreagregada causada por la
ruptura o erosién de la lesién aterosclerdtica. Cuando la trombosis coronaria aguda
ocurre, el trombo intracoronario resultante puede ser parcialmente obstructivo, lo cual
resulta en isquemia miocdrdica en ausencia de elevacién del segmento ST, o ser
completamente obstructivo y causar isquemia miocdrdica transmural e infarto agudo del
miocardio con elevacion del segmento ST (IAM CEST). Los pacientes se presentan con
dolor precordial usualmente retroesternal, que varia en intensidad, prolongado (> 20
minutos), con irradiacidn al brazo y hombro izquierdo, mandibula, cuello, o espalda. En la
tercera definicion universal del infarto agudo del miocardio, se sefialan los siguientes
criterios para el diagndstico:

- Deteccion de una elevacion y descenso de los valores sanguineos de los biomarcadores
cardiacos, de preferencia las troponinas, con al menos un valor por encima de la
percentila 99 del valor limite de referencia

- Sintomas de isquemia

- Cambios nuevos o presumiblemente nuevos en el segmento ST- onda T, o nuevo bloqueo
de rama izquierda del Haz de His (BRIHH)

- Desarrollo de ondas Q patoldgicas en el electrocardiograma.

- Evidencia por imagen de pérdida nueva de viabilidad miocardica o nuevas anomalias de
la movilidad regional de la pared miocardica

- Identificacion de trombo intracoronario por angiografia o autopsia.

RESPUESTA INFLAMATORIA EN EL INFARTO

El IAM esta asociado a una respuesta inflamatoria aguda, la cual es un prerrequisito para
la reparacién vy cicatrizacién de la zona infartada. Los macrdfagos cargados de lipidos
sirven no sélo como un reservorio del exceso de lipidos, sino que, en la lesidon
aterosclerdtica establecida, estas células son una rica fuente de mediadores inflamatorios,
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incluyendo citocinas, quimiocinas y varios eicosanoides. Estas células fagociticas también
pueden elaborar grandes cantidades de especies oxidantes, como anidn superdxido o
acido hipocloroso. Este ensamble de mediadores inflamatorios puede promover
inflamacién en la placa aterosclerosa y por lo tanto, contribuir a la progresion de las
lesiones. La aterosclerosis es una enfermedad inflamatoria crénica que involucra al
sistema inmune innato y adaptivolz' El término inmunidad innata describe este tipo de
amplificacién de la respuesta inflamatoria que no depende de la estimulacidn antigénica.
En adicién a ésta, evidencia creciente apoya el rol prominente de la inmunidad antigeno-
especifica o inmunidad adaptativa en la progresién de la placa’ Los antigenos candidatos
para la estimulacién de esta inmunidad adaptativa incluyen lipoproteinas modificadas o
nativas, proteinas de choque térmico, beta,- glicoproteina Ib y agentes infecciosos® Las
células presentadoras de antigenos (macréfagos, células dendriticas o células endoteliales,
permiten la interaccion del antigeno con las células T de una manera que desencadenan
su activacion. Las células T activadas pueden secretar grandes cantidades de citocinas que
pueden modular el proceso de aterogénesis® Hay dos categorias generales para las células
T cooperadoras: Thi, elaboran citocinasproinflamatorias como interferdn- [, linfotoxina,
ligando CD40, y factor de necrosis tumoral- a. Th2, elaboran citocinas como IL-10, pueden
inhibir la inflamacion en el contexto de la aterogénesis. Los linfocitos T citoliticos, pueden
expresar el ligando Fas y otros factores citotdxicos, que pueden promover la citolisis y
apoptosis de células blanco, incluyendo células de musculo liso, células endoteliales y
macréfagos” Las células T reguladoras (Treg) pueden elaborar Factor de crecimiento
transformador R (TGF-B) e [IL-10, ambas citocinas pueden ejercer efectos
antiinflamatorios.

Fig. 2 Inflamacién en la aterosclerosis
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En el corazon infartado, la necrosis repentina de un gran numero de cardiomiocitos
resulta en la liberacién de su contenido intracelular e inicia una intensa reaccién
inflamatoria [19], lo que conduce a la activacién del complemento a través del corte de
C3 [20,22]. Ademas, la matriz extracelular dafiada libera sefiales de alarma enddgenas
como: fragmentos de hialuronana, proteinas de choque térmico, ATP y ADN mitocondrial,
las cuales potencializan el estimulo inflamatorio [17, 18]. Los DAMPs exhiben sus
funciones pro-inflamtorias a través de la activaciéon de receptores tipo Toll (TLR), siendo

TLR4 el principal receptor que media la respuesta inflamatoria en el corazén infartado.

Por otro lado, diversos tipos celulares estan involucrados en la reaccién inflamatoria en el
IAM como los fibroblastos cardiacos que se encargan de sensar la isquemia y el dafo en
los cardiomiocitos y son las principales células productoras de citocinas inflamatorias y
guimiocinas. El endotelio vascular también resulta una fuente importante de mediadores
inflamatorios; la activacién de TLRs y la cascada del complemento estimula la sefalizacién
por el factor nuclear (NF)-kB promoviendo un fenotipo inflamatorio en células

endoteliales y fibroblastos [18,19].

En ausencia de inflamacion los leucocitos no interaccionan con el endotelio vascular;
cuando existe un estimulo inflamatorio el endotelio se activa por accién de citocinas,
sobre-expresa moléculas de adhesién en su superficie, como selectinas y molécula de
adhesion intracelular (ICAM)-1, favoreciendo la adhesién y migracién de leucocitos al
tejido infartado. (Figura 3).Es evidente que la respuesta inflamatoria en el 1AM es
compleja e involucra diversos tipos celulares y mediadores inflamatorios como
citocinas, entre las que destacan IL-1B3, IL-6, TNF-a y recientemente se estan

explorando otras citocinas como IL-17 en el IAM.
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Figura 3. Reaccion inflamatoria en el Infarto agudo del
miocardio. La necrosis de los cardiomiocitos (CM) vy la
matriz extracelular (MEC) dafiada desencadena una
reaccion inflamatoria, donde hay activacion de la cascada
del complemento, activacién de receptores tipo toll
presentes en los diversos tipos celulares, lo cual lleva a la
produccién de citocinas y quimiocinas. Los leucocitos
son reclutados al corazén infartado a través de la
activacion de la cascada de adhesion; el endotelio
vascular activado secreta citocinas y quimiocinas, asi
como sobre-expresa moléculas de adhesion en su
superficie lo que favorece el reclutamiento de neutréfilos
y monocitos. (1) Los neutréfilos son capturados por el
endotelio activado, (2) y ruedan por la superficie
endotelial mediante interacciones donde se encuentran
involucradas las selectinas (Sel), (3) los neutrofilos
sensanquimiocinas y se activan las integrinas, iniciando la
adhesion firme al endotelio, (4) finalmente los
neutrdfilos transmigran a través del endotelio hacia el
area de infarto y ejercen sus funciones efectoras

Los monocitos humanos representan del 5-10% del total de las células mononucleares de
sangre periférica permanecen en circulacién aproximadamente 72 horas y migran a los
tejidos donde se diferencian en macréfagos o células dendriticas.En la actualidad, se
consideran a los monocitos humanos como una poblacién celular heterogénea y en base a
la expresion de CD14 y de CD16 se han identificado tres subpoblaciones: los CD14°CD16~
que representan un 86.3% * 6.8% del total de los monocitos, los CD14"CD16" (6.3% +
2.3%) y los CD149™CD16" (7.3% + 5.1%) **2 Por otro lado, otros autores solo consideran
las subpoblaciones CD14'CD16” y CD14'CD16"****y son las subpoblaciones de monocitos
con las que trataremos de contestar nuestras preguntas de investigacion.

Los monocitos CD14°CD16" tienen una alta actividad estimuladora de linfocitos T, lo que
sugiere que la activacién de subpoblacién de monocitos CD14°CD16" favorece un
incremento de moléculas co-estimuladoras y HLA-DR, lo que facilita la presentaciéon de
antigeno >>*°. Ademas, los monocitos CD14"CD16™ expresan niveles mas altos de CCR1,
CCR2, CXCR2 y niveles bajos de CX3CR1, mientras los monocitos CD14"CD16"expresan
altos niveles de CX3CR1 **, asi como de CCR2 *®, la expresién de los distintos receptores de

guimiocinas en las subpoblaciones de monocitos, les permite migrar hacia un proceso
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inflamatorio, a través de un gradiente de quimiocinas .También, se ha demostrado

que los monocitos de pacientes con infarto agudo del miocardio expresan altos niveles de

CD11b en comparacién con lo sujetos sanos 40,41

, estos datos sugieren que la alta
expresion de CCR2 y CD11b en los monocitos de pacientes con infarto agudo del
miocardio, les permite migrar y adherirse mas eficientemente al endotelio, que los

monocitos de los sujetos sanos.

Funcionalmente, los monocitos CD14*CD16" y CD14°™CD16" producen altos niveles de
citocinas pro-inflamatorias como TNF y bajos niveles de citocinas anti-inflamatorias como
IL-10 **°. En contraste, los monocitos CD14'CD16™ producen altos niveles de IL-10 y bajos
niveles de TNF®>, estas evidencias demuestran que las subpoblaciones de monocitos
humanos funcionalmente son diferentes, lo que sugiere que pueden desempefiar
diferentes funciones en el IAM.

Se ha demostrado una asociacion entre el incremento en el niumero de monocitos

4244 Un estudio ha demostrado una

CD14'CD16" con la enfermedad cardiovascular
correlacién positiva entre el nimero de monocitos CD14°CD16" con los niveles de LDL en
plasma y una correlacion negativa con los niveles de HDL, sugiriendo que las
subpoblaciones de monocitos CD14'CD16" pueden tener un papel relevante en la
patogénesis de la aterosclerosis **; en este contexto, se ha demostrado que los monocitos
CD14'CD16" exhiben un alto incremento en la internalizacién de LDLox a través de CD36
¢ Interesantemente, se ha demostrado que al sufrir un IAM, las subpoblaciones de
monocitos CD14°CD16™ y CD14°CD16" se encuentran aumentadas. Mas aun, la magnitud
de movilizaciéon de los monocitos CD14°CD16™ se asocia con la recuperacidn cardiaca,
mientras que el nimero de los monocitos CD14°CD16" no tienen al parecer ningun
impactosobre la recuperaciéncardiaca, lo que sugiere una dindmica especifica de las
subpoblaciones de monocitos después de un infarto agudo del miocardio*. Sin embargo,
el papel biolégico de la dinamica determinada de las subpoblaciones de monocitos en el
IAM se desconoce.
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INTERLEUCINAS EN EL INFARTO AGUDO DEL MIOCARDIO: fractalquina, IL-10, IL-17A, IL-
16, IL-6, MCP1, TNF, VEGF

La inflamacion es un componente clave en todas las etapas de la enfermedad

B las

cardiovascular, en la que quimiocinas y citocinas juegan un papel critico
guimiocinas son pequefas proteinas segregadas por las células sanguineas, que ejercen la
mayor parte de las funciones a través de la activaciéon de receptores acoplados a la
proteina G, son los responsables primarios de la migracion de leucocitos hacia la region de
la lesidn tisular. Con base en la presencia y en la posicidon de los primeros residuos de
cisteina, se hace una clasificacién en 4 grupos: quimiocinas CC, que poseen dos cisteinas
adyacentes; quimiocinas CXC, con un aminoacido entre los dos residuos de cisteina;
guimiocinas C; y quimiocinas CX3C (fractalquina), con tres aminoacidos entre dos
cisteinas. La expresion de citocinasproinflamatorias como TNF, IL-1R e IL-6 es marcada y

consistentemente elevada en modelos experimentales de infarto del miocardio.

La fractalquina es el Unico miembro de la familia CX3C, compuesta por 373 aminoacidos;
aparece en la membrana plasmatica de las células endoteliales, macrofagos, células
dendriticas, después de sufrir una accidn de la enzima catepsina-S, su forma soluble es
liberada y funciona como un agente quimiotdctico para células T, monocitos, entre otras
células. Se supone que la fractalquina active los receptores CX3CR1 con la consecuente
liberacion de mediadores inflamatorios.

La IL-10 es un polipéptido no glucosilado con cerca de 18 kDA, sintetizado en células
inmunoldgicas, su produccidn se ve alterada por muchas citocinas, como la IL-4, IL-13 y la
IFNg y también por su propia autorregulacion. Inhibe las citocinasproinflamatorias,
principalmente TNF, IL-1 y la IL-6, producidas por macréfagos y monocitos activados,
estimulando la produccion enddgena de citocinas antiinflamatorias.

La IL-17 es la citocina mas ampliamente estudiada de los linfocitos Th17 y se ha descrito
una asociacidn entre los niveles de IL-17 y la severidad de la enfermedad cardiovascular
en estudios realizados en humanos, asi como en modelos animales 2%, lo que sugiere
una posible participaciéon de la IL-17 en la patogénesis de la aterosclerosis. Algunas de las
funciones de la IL-17 son la induccién de la proliferacién, maduracion y reclutamiento de
macrofagos y de linfocitos 2% La IL-17 induce la secrecién de IL-6, IL-8, VEGF, PGE1 y PGE2
25 asi como la expresion de quimiocinas como la MCP-1 (ligando de CCR2) %6 ademas de
moléculas de adhesion, entre las que se encuentran: VCAM-1 e ICAM-1 (ligando de
CD11b) 252728 Eny el mismo contexto, la activacidn de monocitos con IL-17, facilita su
reclutamiento al endotelio **°, lo que sugiere que la IL-17 juega un papel relevante en el
reclutamiento de monocitos. A pesar de las evidencias demostradas del efecto de la IL-17
en la respuesta inflamatoria, se desconoce si la IL-17 influya en la activacién de los
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monocitos y en el caso que asi sea, cuales serian las consecuencias funcionales de esta
activacion en la patogénesis del infarto agudo del miocardio (IAM).

La IL-1 desempefa un papel central en el inicio de las respuestas inflamatorias. Es
producida por monocitos y macréfagos. Existen dos formas biolégicamente activas: la IL-
la y la IL-1B; de éstas, la IL-1 B es la isoforma que predomina en sangre periférica en
humanos. La IL-1 se une a receptores que se encuentran en linfocitos T, fibroblastos,
células endoteliales y hepatocitos. La IL-1 provoca la sintesis de prostaglandinas,
leucotrienos factor activador de plaguetas y éxido nitrico sintasa en células musculares
lisas. La IL-1 también, induce la expresion de genes para factores de la coagulacidn, la
adhesién y migracién de leucocitos a través del endotelio, asi como, la sintesis de factor
estimulador de colonias de granulocitos-macrdfagos e inhibidores de la fibrindlisis [27]. Se
ha demostrado que la ausencia de IL-1B disminuye la severidad de la lesidon en ratones
propensos a desarrollar aterosclerosis.

La IL-6 es una citocina pro-inflamatoria multi-funcional, regula la respuesta humoral y
celular, participa en el dafio tisular y juega un papel central en el proceso inflamatorio. Es
el principal mediador de la respuesta de fase aguda y de la produccidon hepatica de
proteina C reactiva asi como de fibrindgeno. La IL-6 también, provoca la migracién y
diferenciacién de macréfagos e induce la sintesis de enzimas degradadoras de matriz
extracelular, lo cual puede debilitar la placa aterosclerosa. Ademas, promueve la
expresion de receptores de LDL-colesterol en la superficie de los macrofagos y estimula la
proliferacion de células musculares lisas, favoreciendo la progresidn de la placa

La proteina 1 quimioatrayente de monocitos (MCP-1, por sus siglas en inglés
monocytechemoattractantprotein 1), es expresada principalmente por células
inflamatorias y estromales, como las células endoteliales. Se eleva rapidamente en el
miocardio infartado y modula el reclutamiento de monocitos fagociticosproinflamatorios
gue limpian el area de células muertas y detritos de la matriz extracelular.

Otra citocina pro-inflamatoria importante es el TNF-a, siendo los monocitos y macréfagos
sus principales productores, aunque también es secretado por linfocitos T, células asesinas
naturales, células musculares lisas y células endoteliales. El TNF-a ejerce acciones pro-
inflamatorias sobre estas células lo que favorece la progresion e inestabilizacidon de la
placa aterosclerosa. También estimula la produccion de IL-6 en células musculares lisas de
la placa, y la expresiéon de moléculas de adhesion como la selectina-E, ICAM-1, VCAM-1
por células endoteliales y macrdfagos. Se ha identificado aumento en la produccién de
TNF-a por células mononucleares de pacientes después de un infarto agudo del
miocardio. Ademas, la concentracion del receptor soluble de TNF también se incrementa
rapidamente en estos pacientes. El factor de necrosis tumoral o (TNFa, por sus siglas en
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inglés, tumor necrosis factor), es una citocinaproinflamatoria capaz de ejercer diversos
efectos en todos los tipos de células implicadas en el dafio cardiaco y su reparacion,
mejora la apoptosis de los cardiomiocitos, suprime la contractilidad cardiaca y estimula la
expresion de quimiocinas, citocinasproinflamatorias y moléculas de adhesién por las
células endoteliales y leucocitos; ademas, regula el metabolismo de la matriz extracelular,
en los fibroblastos, mejorando la actividad de las metaloproteinasas de la matriz
extracelular y disminuyendo la sintesis de coldgeno.

El factor de crecimiento vascular endotelial (VEGF, por sus siglas en inglés, vascular
endotelial growth factor) es un potente mitégeno para las células endoteliales. En
modelos animales, la aplicacion de VEGF recombinante a piernas isquémicas indujo la
angiogénesis y mejoro la perfusion tisular.
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JUSTIFICACION

La enfermedad arterial coronaria aterosclerosa en sus diferentes presentaciones clinicas
como sindromes isquémicos agudos son la segunda causa de muerte general en nuestra
poblacion. En la actualidad la enfermedad aterosclerosa se considera un proceso
inflamatorio y durante su desarrollo participan diversas citocinas pro-inflamatorias como
la IL-17 y estirpes celulares del sistema inmune que incluye a los monocitos, los cuales son
claves en la respuesta inflamatoria. Recientemente, se ha demostrado un incremento en
la frecuencia de linfocitos Th17, asi como de altos niveles de IL-17, IL-1, TNF entre otras,
en pacientes con enfermedad cardiovascular, lo que se ha sido asociado con la respuesta
inflamatoria.Diversas evidencias han demostrado al menos dos subpoblaciones de
monocitos: los monocitos CD14°CD16™ y los CD14°CD16", estas células se incrementan en
pacientes con infarto agudo del miocardio. A pesar de las diversas evidencias que indican
la participacion de IL-17 y de las subpoblaciones de monocitos en la respuesta
inflamatoria, se carece de informacion acerca del posible papel que juega la IL-17 en la
activacion de las subpoblaciones de monocitos de pacientes con infarto agudo del
miocardio. Ademas, se pretende correlacionar la determinacion de estas caracteristicas
inmunoldgicas con la evolucidn clinica de los pacientes determinando la asociacién entre
las caracteristicas inmunoldgicas con los desenlaces clinicos, para evaluar la reincidencia
de eventos isquémicos como angina recurrente, reinfarto, necesidad de cirugia de
revascularizacion, y muerte cardiovascular. Serd conveniente aclarar que este protocolo
corresponde al tema prioritario de cardiopatia isquémica de la convocatoria de la
Coordinacién de Investigacién en Salud: Concurso de apoyo financiero para el desarrollo
de protocolos de investigacion en salud en el IMSS.
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

En la enfermedad cardiovascular se ha demostrado un incremento en la proporcién de
linfocitos Th17, asi como de altos niveles de IL-17. En lo particular se ha demostrado un
incremento en las subpoblaciones de monocitos CD14+CD16- y CD14+CD16+ en sangre
periférica de pacientes con infarto agudo del miocardio, lo que se asocia con una
recuperacién cardiaca, sugiriendo que la IL-17 y las subpoblaciones de monocitos puedan
tener un papel relevante en la enfermedad. Durante la patogénesis de la aterosclerosis,
los monocitos secretan diversas citocinasproinflamatoriasen presencia de estimulos
inflamatorios como TNF-a. Sin embargo, se desconoce si se modifican los niveles de
citocinas como TNFa , IL-6, IL-10, TGF-B, en las subpoblaciones de monocitos al estimulo
de la IL-17. Ademas se asociaran los niveles circulantes de las citocinasfractalquina, IL-10,
IL-17A, IL-1R, IL-6, MCP1, TNF, VEGF de pacientes con IAM CEST con las subpoblaciones
de monocitos. Por lo que el proyecto se dirige a contestar las siguientes preguntas:

1. Cudl serd la activaciéon de los monocitos CD14°CD16” y CD14°CD16" enrespuesta a
IL-17, en pacientes con infarto agudo del miocardio con elevacion del segmento ST,
durante las primeras 24 hrs del evento y a los 5 dias del mismo

2. Cuales serdn los niveles delas citocinasfractalquina, IL-10, IL-17A, IL-168, IL-6,
MCP1, TNF, VEGF en el suero de pacientes con IAM CEST, durante las primeras 24
hrs del evento y a los 5 dias del mismo.

3. Cuales seran las asociaciones entre la activacion de las distintas subpoblaciones de
monocitos y las citocinas en suero, con el desenlace clinico incluidos la presencia
de angina, reinfarto, necesidad de revascularizacién o muerte cardiovascular, a los
3y 6 meses de los pacientes con infarto agudo del miocardio.
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HIPOTESIS

Las subpoblaciones de monocitos derivados de pacientes con IAM CEST secretaran
citocinas como IL-6 en respuesta a IL-17. Los niveles de citocinas en circulacién de los
pacientes con IMA CEST se asociaran con la activacidon de las subpoblaciones de monocitos
asi como con angina, reinfarto, necesidad de revascularizacién o muerte cardiovascular, a
los 3 y 6 meses de los pacientes con infarto agudo del miocardio.
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OBJETIVO GENERAL:

Determinar la activacion de las subpoblaciones de monocitos humanos en respuesta a la IL-17 y su
asociacién con el curso clinico de los pacientes con infarto agudo del miocardio con elevacién del
segmento ST.

OBJETIVOS ESPECIFICOS:

1. Determinar los niveles de citocinas TNF, IL-6 producidas por los monocitos
CD14'CD16™ y CD14'CD16" en respuesta a IL-17, en pacientes con infarto agudo del
miocardio con elevacidn del segmento ST, durante las primeras 24 hrs del evento y
a los 5 dias del mismo.

2. Determinar los niveles decitocinasproinflamatorias como fractalquina, IL-10, IL-
17A, IL-1R, IL-6, MCP1, TNF, VEGF en el suero de pacientes con IAM CEST, durante
las primeras 24 hrs del evento y a los 5 dias del mismo.

3. Determinar si existe asociacidon entre la activacién de las distintas subpoblaciones
de monocitos y los niveles de citocinas en suero, con el desenlace clinico incluidos
la presencia de angina, reinfarto, necesidad de revascularizacion o muerte
cardiovascular, a los 3 y 6 meses de los pacientes con infarto agudo del miocardio.
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Diseno del estudio:
Se trata de un disefio transversal, clinico- basico, concurrente, comparativo.
Poblacion Diana:

Pacientes que ingresen al Hospital de Cardiologia de Centro Médico Nacional SXXI, que
cumplan con los criterios de seleccidon. Los pacientes con infarto agudo del miocardio se
incluiran dentro de las 24 hrs de iniciados los sintomas para la toma de muestras y se
realizara una segunda toma de muestras sanguineas a los 5 dias del infarto.

Poblacion de estudio:

Se incluirdn pacientes en forma consecutiva que ingresen al Hospital de Cardiologia del
Centro Médico Nacional Siglo XXI, con diagndstico de infarto agudo del miocardio. Para
cada paciente que se incluya al presente protocolo, se verificara la evaluacion realizada
por el médico tratante, tanto en urgencias, como en piso de hospitalizacién, sobre su
diagndstico y estratificacion de riesgo, asi como el tratamiento inicial acorde con la
estratificacion de riesgo establecida. Cada paciente que se incluya debera tener
evaluacion 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, fibrindgeno), quimica sanguinea,
hemoglobina, plaguetas y perfil de lipidos. La toma de muestra de sangre de los pacientes
con IAM se realizard dentro de las primeras 24 horas de iniciado el evento agudo y a los 5
dias del evento isquémico.

Criterios de inclusidn para pacientes

1. Pacientes de cualquier género

Mayores de 40 afos de edad

3. Pacientes con diagnéstico de infarto agudo del miocardio con elevacion del
segmento ST, que hayan ingresado a la UMAE Hospital de Cardiologia del Centro
Médico Nacional Siglo XXI dentro de las primeras 24 horas de iniciados los
sintomas.

4. El diagndstico de infarto agudo del miocardio con elevacién del segmento ST se
considerara de acuerdo con la Tercera Definicién Internacional de Infarto, con
elevacion de troponina por arriba de la percentila 99 del limite superior del valor
de referencia (en caso de no contar con determinacién de troponina se tomard en
cuenta elevacion de CPK fraccién MB superior a la percentila 99 del limite superior
del valor de referencia), mas uno de los siguientes criterios:

N~
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5.

A. Dolor precordial de tipo isquémico mayor a 20 minutos de duracidn,
acompafiado o no de disnea, diaforesis, nausea y/o vomito.

B. Desnivel positivo del segmento ST > 1 mm en dos o mas
derivacionescontiguas, excepto V2 y V3 con puntos de corte 2 1.5 mm en
mujeres, > 2 mm en hombres mayores de 40 afios, y 2 2.5 mm en hombres
menores de 40 afios, y/o la presencia de bloqueo de rama izquierda del Haz
de His de reciente aparicion.

Aceptacion para participar en el estudio

Criterios de exclusion para pacientes

N

O N WU

Pacientes con inestabilidad hemodinamica, eléctrica o datos de choque.

Pacientes con complicaciones mecénicas del infarto.

Pacientes que cursen con sindrome anémico o que hayan recibido
hemotransfusion en el Ultimo mes previo al ingreso.

Antecedentes de enfermedad neoplasica, inflamatoria crénica o proceso infeccioso
activo.

Antecedentes de tratamiento previo con anti-inflamatorios o inmunosupresores.
Niveles de creatinina = 1.6 mg/dl.

Trombocitopenia o discrasia sanguinea conocida.

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

9. Pacientes en los que no se logre obtener el nUmero de monocitos necesarios para los
experimentos.
10. Pacientes que no acepten participar en el estudio.

Tamano de la muestra

Dado que no existen referencias que demuestren la participacion de la IL-17 en la
activacion de monocitos derivados de pacientes con infarto agudo del miocardio, el
tamafio de muestra se calculé para diferencia de medias de los niveles de IL-17 de los
pacientes con infarto agudo del miocardio en comparacidén con los pacientes con dolor
toracico [11], con un valor de delta de 51.5, 1-a= 95%, y 1-B = 80%, con lo que se
consideraron 14 personas por grupo.
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Variables
Definicidon de variables:

Fractalquina
Definicion conceptual:
Definicion operacional:
Escala de medicion:
Tipo de variable:

IL-10

Definicion conceptual:
Definicion operacional:
Escala de medicion:
Tipo de variable:

IL-17A

Definicién conceptual:

Definicién operacional:

Escala de medicidn: Presente o ausente
Tipo de variable: Nominal

IL-18

Definicidn conceptual:
Definicién operacional:
Escala de medicidn:
Tipo de variable:

IL- 6

Definicién conceptual:
Definicién operacional:
Escala de medicidn:
Tipo de variable:

MCP-1

Definicién conceptual:
Definicién operacional:
Escala de medicidn:
Tipo de variable:

TNFa:
Definicién conceptual: Se considera una citocinaproinflamatoria que activa las células

endoteliales de los monocitos.
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Definicién operacional:

Escala de medicidn:
Tipo de variable:

VEGF
Definicion conceptual:

Definicion operacional:

Escala de medicion:
Tipo de variable:

Infarto Agudo del miocardio con elevacidn del segmento ST:

Definicion conceptual:

Definicion operacional:

Escala de medicion:
Tipo de variable:

Angina recurrente:
Definicién conceptual:

Definicién operacional:

Escala de medicidn:
Tipo de variable:

Reinfarto:
Definicidn conceptual:

Definicién operacional:

Escala de medicidn:
Tipo de variable:

Necesidad de procedimientos de revascularizacion:

Definicidn conceptual:

Definicion operacional:

Escala de medicion:
Tipo de variable:

Muerte cardiovascular:

Definicion conceptual:

Definicion operacional:

Escala de medicion:
Tipo de variable:
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Material y métodos

Toma de muestras de sangre

Las muestras sanguineas de pacientes con IAM se obtuvieron de via venosa, catéter
periférico o catéter central (el primer dia y 5 dias después del IAM), previa asepsia y

antisepsia, se obtuvo un volumen de 20 ml de sangre que se colocd en tubos con EDTA.

Obtencidn de células mononucleares

Las células mononucleares fueron obtenidas de sangre periférica de pacientes con IAM y
donadores sanos mediante un gradiente de densidades de la siguiente manera. La sangre
se diluyd en una relacién 1:2 en solucién salina isotdnica 0.9%, posteriormente 40 ml de
sangre diluida se colocaron sobre 10 ml de Lymphoprep (Axis-Shield, Cambridgeshire, UK)
en un tubo de 50 ml y se centrifugd a 2000 rpm durante 30 minutos; concluido el tiempo
de centrifugacion se recuperd el anillo de la interfase (entre el Lymphoprep y el plasma)
correspondiente a la células mononucleares y se lavaron dos veces con solucién salina
isotonica 0.9% a 1200 rpm por 15 minutos y 900 rpm 10 minutos; descartando el
sobrenadante, el paquete celular se resuspendié en 1 ml de medio RPMI al 10% de suero

fetal bovino (SFB).

Purificacion de monocitos humanos por seleccidn negativa

Los monocitos fueron purificados empleando el “Kit Pan Monocytelsolation, human”
(MiltenyiBiotec, BergischGladbach, Germany) para el aislamiento de monocitos totales por
seleccién negativa. Brevemente, para 10’ células mononucleares, se resuspendieron en 30
pl de regulador MACS (PBS-BSA al 0.5%-EDTA), se adicionaron 10 pl del reactivo para
blogueo de receptores Fc y 10 ul de la mezcla de anticuerpos unidos a biotina, los cuales
estan dirigidos contra linfocitos T, linfocitos B, linfocitos NK, granulocitos, eritrocitos y
plaguetas; se incubaron durante 5 minutos a 4°C, las células se lavaron con 1 ml de
regulador MACS y se centrifugaron a 1500 rpm por 5 minutos; el paquete celular se
resuspendié en 60 ul de regulador MACS y se adicionaron 20 pl de perlas magnéticas

acopladas a un anticuerpo anti-biotina (Anti-BiotinMicroBeads), se incubé por 10 minutos

UMAE Hospital de Cardiologia CMN SXXI



a 4°C, posteriormente se lavaron con 1 ml de regulador MACS y se centrifugaron a 1500
rpm por 5 minutos; el paquete celular se resuspendié en regulador MACS y se pasaron por
una columna de separacion LS MACS (MiltenyiBiotec), se lavd la columna y se recuperé la
fraccidén negativa correspondiente a monocitos totales, las células se centrifugaron a 1500
rom por 5 minutos, el paquete celular se resuspendié en 1 ml de medio RPMI al 10% de

suero fetal bovino (SFB)

Purificacion de monocitos CD14"'CD16~

Los monocitos totales obtenidos anteriormente se centrifugaron a 1500 rpm por 10
minutos, para 5x10 células se resuspendieron en 50 ul de regulador MACS (PBS-BSA al
0.5%-EDTA) y se adicionaron 50 pl de microperlas anti-CD16 (MiltenyiBiotec MACS), se
incubd por 30 minutos a 4°C, posteriormente se lavaron con 1 ml de regulador MACS y se
centrifugaron a 1500 rpm por 10 minutos; el pagquete celular se resuspendié en regulador
MACS vy se pasaron por la columna de separacion LS MACS (MiltenyiBiotec MACS), se lavd
la columna, recuperando la fraccién negativa correspondiente a monocitos CD14°CD16,
las células se centrifugaron a 1500 rpm por 5 minutos, el paquete celular se resuspendid
en 1 ml de medio RPMI al 10% de suero fetal bovino (SFB). Se realizé una tincion de las
células recuperadas con anticuerpo anti-CD14-APC y anti-CD16-PECy7 (eBioscience, San
Diego, CA) y se evalud en el citometro de flujo MACS Quant (MiltenyiBiotec), el analisis de

las moléculas se realiz6 mediante el Software FlowJo versién 7.6.5. (TreeStar, Inc.).

Purificacion de monocitos CD14'CD16"

Las monocitos totales obtenidos anteriormente se centrifugaron a 1500rpm por 10
minutos, para 5x10’ células se resuspendieron en 50ul de regulador MACS (PBS-BSA al
0.5%-EDTA) y se adicionaron 50ul de microperlas anti-CD16 (MiltenyiBiotec), se incubd
por 30 minutos a 4°C, posteriormente se lavaron con 1ml de regulador MACS y se
centrifugaron a 1500rpm por 10 minutos; el paquete celular se resuspendid en regulador
MACS y se pasaron por la columna de separacién LS MACS, se lavd la columna, ésta se
removié del separador anadiendo 5-6ml de regulador MACS, se aplico presion con el

émbolo recuperando la fraccién positiva correspondiente a los monocitos CD14°CD16", las
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células se centrifugaron a 1500 rpm por 5 minutos, el paquete celular se resuspendié en 1
ml de medio RPMI al 10% de suero fetal bovino (SFB). Se realizé una tincién de las células
recuperadas con anticuerpo anti-CD14-APC y anti-CD16-PECy7 (eBioscience) y se evalud
en el citometro de flujo MACS Quant (MiltenyiBiotec MACS), el analisis de las moléculas se

realizd mediante el Software FlowJo versién 7.6.5. (TreeStar, Inc.).

Determinacion de TNF-a, IL-6.

Se determinaron las concentraciones de TNF-a, IL-6 por ELISA (eBiosciencelnc) en
sobrenadantes, de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Brevemente, se
adicionaron 100 pl del anticuerpo de captura toda la noche a 4°C, posteriormente se lavd
5 veces con PBS-Tween 0,05% (Sigma), después se adicionaron 200 ul de regulador de
bloqueo durante 1 hora a temperatura ambiente y se lavé 5 veces la placa con PBS-Tween
0,05%, se adicionaron 100 pl de las muestras y estandares 1 hora a temperatura
ambiente, se lavd 5 veces la placa con PBS-Tween 0,05% y se adicionaron 100 ul de
avidina HRP 30 minutos a temperatura ambiente, después se adicionaron 100 ul de
sustrato y se realizo la lectura a 450 nm.

Determinacion defractalquina, IL-10, IL-17A, IL-1R, IL-6, MCP1, TNF, VEGFpor Multiplex

Las concentraciones de fractalquina, IL-10, IL-17A, IL-1R8, IL-6, MCP1, TNF, VEGF ,se
determinaron en suero usando Kit Human Cytokine/ ChemokineMagneticBead Panel. Un
volumen de 50 pl de las diluciones de los estandares y las muestras fueron colocadas en
tubos y se mezclaron con 50 ulde perlas de captura que estdn recubiertas con anticuerpos
especificos de las citocinas y se adicionaron 50 ul del reactivo de deteccién de citocinas
marcado con PE. Los estandares y muestras fueron incubados por 3 horas a temperatura
ambiente en oscuridad. La expresion de las citocinas fueron determinadas usando el
equipo MAGPIX (eBiosciencelnc).

Seguimiento clinico

Se realizard una revision de los expedientes clinicos de los pacientes que acepten
participar en el estudio y firmen la carta de consentimiento informado; del expediente
clinico se recabarda informacion demografica, evolucion clinica incluyendo complicaciones,
resultados de estudios de laboratorio y gabinetes, asi como de los procedimientos de
revascularizacion realizados durante su hospitalizacidon en caso de que se hayan realizado.
Para la investigacion de los desenlaces clinicos considerados en este estudio a 3 y 6 meses,
se dara seguimiento via telefonica y a través de la revision de expedientes clinicos.
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Analisis estadistico

Anilisis univariado de las variables continuas se describirdn de acuerdo a su distribucién
(promedio * desviacidn estandar, mediana y percentiles). Las caracteristicas demograficas
de la poblacion se expresaran en porcentaje de frecuencia. Para el analisis bivariado de
variables cuantitativas y comparacion de grupos de pacientes se emplearan t de Student o
U de Mann Whitney. El andlisis de variables cuantitativas intragrupo se empleara t
pareada o Wilcoxon, segun su distribucion. Para la comparacion 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. El analisis estadistico de los datos se realizara utilizando el programa
de computo SPSS 20.

Recursos, financiamiento y factibilidad

El Hospital de Cardiologia, del Centro Médico Nacional Siglo XXI tiene un ingreso mensual
promedio de 80 pacientes con diagndstico de sindrome coronario agudo, por lo cual, se
cuenta con la cantidad suficiente de pacientes para poder realizar el protocolo de estudio.
Se revisaran los expedientes clinicos para la obtencién de los datos demograficos de los
pacientes

La Unidad de Investigacion Médica en Inmunologia, UMAE Hospital de Pediatria, CMN
SXXI, cuenta con los recursos, equipo y reactivos necesarios para llevar al cabo los
experimentos, asi como el personal capacitado.

Aspectos éticos

Este protocolo corresponde a un estudio de riesgo minimo de acuerdo al reglamento de la
Ley General de Salud en materia de Investigacidon, ya que se tomaran dos muestras de
sangre a los pacientes con infarto agudo del miocardio. Los pacientes con infarto se
incluiran dentro de las primeras 24 horas del evento, una vez que hayan recibido la terapia
inicial de acuerdo con las guias de practica clinica a criterio de su médico tratante y se
haya estabilizado clinicamente al paciente. No se interferird en ningin momento con las
decisiones terapéuticas en cada caso, y no se incluirdn pacientes inestables ni en estado
critico. Dado estas caracteristicas se solicitara consentimiento verbal informado a los
pacientes. Se mantendra la confidencialidad de los datos personales de los pacientes, ya
gue no se incluirdn en el protocolo sus nombres o datos de localizacién; asi mismo, no se
guardaran muestras sanguineas de los pacientes, éstas seran utilizadas exclusivamente
para la realizacion de los experimentos y analisis y posteriormente seran desechadas.
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CRONOGRAMA DE ACTIVIDADES
Etapal

e Duracion: 6 meses

e Descripcion de la etapa: Estandarizacion de las técnicas en particular en cuanto a
la capacidad de adhesién y migracién de las subpoblaciones de monocitos
CD14'CD16™ y CD14*CD16%, en las células HUVEC activadas con IL-17, en sujetos
sanos, posteriormente estos datos se compararan con lo que se encuentren en los
pacientes con infarto agudo del miocardio.

® Productos entregables: Se podria poner a la disposiciéon de quien lo necesite la
metodologia para determinar adhesién y migracion de las subpoblaciones de
monocitos CD14°CD16” y CD14°CD16".

Etapa 2

e Duracion: 6 meses

e Descripcion de la etapa: Ensayos de adhesion y migraciéon de las subpoblaciones
de monocitos CD14°CD16™ y CD14'CD16" derivadas de pacientes con infarto agudo
del miocardio. También, se determinara el patréon de expresién de las moléculas:
HLA-DR, CD40, CD86, CCR2 y CX3CR1 en las subpoblaciones de monocitos
CD14'CD16™ y CD14°CD16" al interactuar con las HUVEC estimuladas con IL-17, en
pacientes con IAM y sujetos sanos.

® Productos entregables: Se podria poner a la disposiciéon de quien lo necesite la
metodologia para determinar la expresion de moléculas HLA-DR, CD40, CD86,
CCR2 y CX3CR1 por citometria de flujo.

Etapa 3

® Duracién: 6 meses

e Descripcion de la etapa: Se cuantificaran los niveles IL-1 e IL-6 en el sobrenadante
de los cultivos celulares derivados de pacientes con infarto agudo del miocardio y
sujetos sanos. Ademads, se determinara la expresion HLA-DR, CD40, CD86, CCR2 y
CX3CR1 en las subpoblaciones de monocitos al estimulo de la IL-17, en pacientes
con infarto agudo del miocardio y sujetos sanos.

® Productos entregables: Se podria poner a la disposicién de quien lo necesite la
metodologia para determinar IL-1 e IL-6 en sobrenadante por ELISA.

Etapa 4

e Duracién: 6 meses

e Descripcion de la etapa: Se determinaran los niveles de IL-17 en suero y se
realizaran los analisis estadisticos con las correlaciones de los resultados obtenidos
en las etapas previas y se estructurard un manuscrito para su publicacion.

® Productos entregables: Se podria poner a la disposicién de quien lo necesite la
metodologia para determinar IL-17 en suero.
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Productos entregables: Se podria trasferir la tecnologia con los parametros de normalidad
de las distintas moléculas determinadas. Ademas, los conocimientos generados permitiran
en un futuro abordar mejor la enfermedad. Se enviara a publicar los resultados de este
proyecto a una revista indexada y con circulacidon internacional. También, se graduara un
alumno de Maestria en Ciencias. Por otro lado, se podra dar apoyo técnico y cientifico en
el uso del citometro de flujo a cualquier Servicio o Unidad de Investigacidn que lo solicite
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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

Evaluacién de la adhesién, migracién y activacién de las subpoblaciones de monocitos
provenientes de pacientes con infarto agudo del miocardio en respuesta a IL-17

MEXICO, DF

R-2013-785-030

Usted ha sido invitado a participar en este estudio porque, como ya le coment6é su
médico, usted sufrié un infarto en su corazén. Durante un infarto, existen ciertas células
que se acumulan en las arterias de su corazén y que provocan que se inflame y se dafe,
ocasionandole a usted problemas de salud importantes. Es por ello, que con este estudio
pretendemos estudiar esas células que se acumulan en su corazén durante el infarto,
para ver como funcionan y para poder investigar otras lineas de tratamiento que pudieran
ayudarle a disminuir los eventos cardiovasculares agudos como nuevos infartos, vy
mejorar su prondéstico de vida.

Su participacion en este estudio consiste en que nos permita tomarle dos muestra de
sangre de aproximadamente 20 ml, (esto seria como dos cucharadas soperas de sangre),
la primera muestra se le tomara al momento que acepte participar en este estudio, y la
segunda se le tomara antes de que lo den de alta del hospital. Ademas, solicitamos su
autorizacion para tomar informacion de su expediente referente a las enfermedades que
usted padece, la forma en que ha respondido al tratamiento para su infarto y los
resultados de los estudios que le realicen durante su hospitalizacion. Si usted acepta, lo
contactaremos por via telefénica a los 3 meses y 6 meses después de que haya sido
dado de alta del hospital, para preguntarle como ha evolucionado y como ha respondido
al tratamiento.

El riesgo que puede presentarse con la toma de muestras de sangre es que se le haga un
moretén en el sitio por donde se le pique para sacar la sangre. No afectaremos su
tratamiento, por lo que no implica un riego para su salud.
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estudio:

Informacion sobre resultados y alternativas de Cualquier resultado de importancia para su enfermedad, se le dara a conocer a su
tratamiento: médico familiar tratante.

Participacion o retiro: Voluntaria

Privacidad y confidencialidad: Su participacion en el estudio es totalmente confidencial, los datos que se obtendran de

su expediente, asi como los resultados de los andlisis de sus muestras de sangre se
mantendran en privado Unicamente con las personas involucradas en este trabajo de
investigacion.

En caso de coleccién de material biologico (si aplica):

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

Disponibilidad de tratamiento médico en derechohabientes (si aplica):

Si autorizo que se tome la muestra para este estudio y estudios futuros.

Beneficios al término del estudio:

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

Investigador Responsable: Dra. Maria Alejandra Madrid Miller

Colaboradores: Dra. Nataly Alejandra Pérez Velazquez

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

Nombre y firma del sujeto Nombre y firma de quien obtiene el consentimiento

Testigo 1 Testigo 2
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Nombre, direccion, relacion y firma Nombre, direccién, 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

“Evaluacion de la activacion de las subpoblaciones de monocitos provenientes de
pacientes con infarto agudo del miocardio en respuesta a IL-17 y su asociacion con el
desenlace clinico”

No. Registro CNI :

Hoja de Recoleccion de Datos

Folio
Nombre Afiliacién
Género M( ) F( ) Edad
Direccion Teléfono

Fecha de ingreso:

DIAGNOSTICO: fecha evento: hora:

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

Peso Talla IMC Cintura TA FC:
Antecedentes:

Tabaquismo OSI O NO IT___ DLP OSI ONO

DM OSI 4O NO HAS OSI ONO

AngorPrev.  OSi O NO IAM prev OSI aNo

ICPprevio 0OSI O NO RVM Qxprev O3Sl ONO

ECG:

NORMAL:  0OSI  ONO

Anterior Inferior Lateral VD
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ISENDO

ISEPI

LESENDO

LESEPI

BRIHH ust ONO BRDHH ast ONO

ECO FEVI MOVILIDAD: U NORMAL O ANORMAL

Fibrinolisis: OSI ONO Farmaco: Criterios reperfusion. 3 SI  ONO

CUALES._

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

ACTPPRIMARIA: Os ONo  ExiTosA: Usi UONo U NOREFLOW

Angioplastia temprana (<72hrs) O Sl ONO  Angioplastia programada U SI U NO
Fecha:

Vaso Stent TIMI BLUSH Complicaciones:

Revascularizacion quirurgica: SC10 O Fecha:

Puentes: Complicaciones:

Tratamiento:
AAS Osi ONO Inhibidores GPIIbllla Sl O NO

Clopidogrel 0SI  ONO Heparina no fraccionadJ SI O NO
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BetabloqueadoOJSI  ONO Heparinabajopeso OSI ONO

Estatinas asl  ONO ECAS sl ONO
O
Fibratos: 0Osl ONO inotropicos sl ONO

ANTIINFLAMATORIOS O'SI O 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 asl ONO Angina recurrente sl ONO
Falla ventricular sl ONO Choque OSI ONO
Muerte aSslI ONO Necesidad revascularizacion urgente O SI  ONO
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Otras complicaciones: O3 SI
Cuales:

ONO

Eventos cardiovasculares mayores 3 meses:

Reinfarto asl
Falla ventricular oSl
Muerte aSsl

Otras complicaciones: O SI
Cuales:

ONO
ONO
ONO

ONO

Angina recurrente OSI GONO
Choque OSI ONO

Necesidad revascularizacion urgente O SI ONO

Expresion de moléculas
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