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RESUMEN

CARACTERIZACION DE SUBPOBLACIONES CELULARES DE MEDULA OSEA EN SANGRE
PERIFERICA DE PACIENTES PEDIATRICOS CON CARDIOPATIAS CONGENITAS
CIANOGENAS Y ACIANOGENAS.

Las cardiopatias congénitas ciandgenas y aciandgenas cursan con un proceso inflamatorio endotelial
vascular y tisular que podria estar estimulando la liberacién de células troncales de médula dsea
mediante la activacidn del eje inflamatorio SDF1/CXCR4. Considerando la posibilidad futura del uso
de estas células en la terapia regenerativa en este tipo de cardiopatias, caracterizamos las
subpoblaciones celulares movilizadas a la circulacidn sanguinea periférica.

Objetivo: Determinar cantidad, tipo y estatus en el ciclo celular de subpoblaciones celulares de
medula dsea presentes en sangre periférica de pacientes pedidtricos con cardiopatias congénitas
ciandgenas y aciandgenas.

Metodologia: Se realizé un estudio Transversal, Observacional, Descriptivo, Analitico, Prolectivo en
poblacién pediatrica con cardiopatia congénita cianégena y aciandgena atendida en el servicio de
Cirugia Cardiovascular del Hospital Infantil de México Federico Gomez. Se tomaron muestras de
sangre venosa (2ml) y se preservé a 42 C hasta la realizacidon de citometria de flujo, donde se
cuantificaron las subpoblaciones celulares de médula désea CD34/CXCR4+, CD133/CXCR4+,
CD117/CXCR4+, CD 48/CXCR4+ y CD184 (SDF-1). Se determinaron los niveles de Interleucinas 6, 8 y
FNTa mediante Quimioluminiscencia automatizada. Utilizamos el programa estadistico SPSSv22.0
para Windows y determinamos significancia estadistica con un valor de p < de 0.05.

Resultados Analizamos 49 pacientes con cardiopatia congénita ciandgena (n =19)y no cianégena
(n =30). Los marcadores inflamatorios y la cuantificaciéon de subpoblaciones celulares de médula
6sea mostraron diferencias significativas entre los pacientes con cardiopatia congénita cianégena
y no ciandgena (P = 0.03 a 0.001). No se observaron diferencias en las proporciones de células en
proliferacién dentro del ciclo celular entre los grupos (p = 0.21). El analisis bivariado mostré una
correlacién significativa de los niveles de marcadores inflamatorios con la cuantificacién de
subpoblaciones celulares de médula ésea. La IL 8 y el SDF-1a mostraron una correlacion alta y
significativa con las subpoblaciones CD34/CXCR4, CD133/CXCR4+, CD117/CXCR4+ y CD48/CXCR4+
(r=0.75a0.90, p=0.01 a0.03). En el grupo de pacientes con cardiopatia congénita acianogena los
marcadores inflamatorios IL8 ySDF-1ac mostraron una correlacién fuerte y significativa con las
subpoblaciones celulares de médula désea CD34/CXCR4, CD133/CXCR4+, CD117/CXCR4+ y
CD48/CXCR4+ (r=0.62a0.74, p=0.01 a2 0.04)

Conclusion: En pacientes con cardiopatia congénita ciandgena y aciandgena, los niveles de
marcadores inflamatorios y las subpoblaciones celulares de médula ésea son significativamente
diferentes con una fuerte correlacién de los marcadores inflamatorios IL8 y SDF-1a con células con
capacidad regenerativa CD34/CXCR4, CD133/CXCR4, CD117/CXCR4 y CD48/CXCR4.

Palabras clave: Células troncales, cardiopatia congénita, eje inflamatorio SDF-1a/CXCR4
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INTRODUCCION

Las cardiopatias congénitas se caracterizan por alteraciones estructurales del corazéon o de
los grandes vasos, que se producen por un desarrollo defectuoso del embridn durante la
gestacion. De acuerdo a la fisiopatologia del corto circuito en la circulacidn, las cardiopatias
congénitas se dividen en aciandgenas (CIA, CIV, PCA) y ciandgenas (TF, TGV, AP, CAVP).12

La fisiopatologia subyacente en estas cardiopatias, ademas de la hemodindmica, consiste
en la presencia de un estado pro e inflamatorio permanente que propicia el desarrollo de
hipertension pulmonar y falla cardiaca que se traducen clinicamente en disnea de esfuerzo,
hipoxemia crdnica y trastornos del crecimiento y desarrollo.3*

La hipoxemia e inflamacién crénica desencadenan procesos de lesion endovascular y
apoptosis celular en diferentes tejidos, entre ellos el miocardio, activdndose el eje
inflamatorio SDF-1 alfa/CXCR4, en el cual se estimula a la médula dsea para la liberacion de
células troncales que expresan un marcador adicional conocido como CXCR4 (Ligando
natural del mediador inflamatorio SDF-1alfa), mientras que a su vez, en el sitio de lesién
miocdrdica este SDF1 alfa facilita la adhesion de las células troncales liberadas de la médula
Osea para propiciar la regeneracion del tejido lesionado.?

Aceves y col. Observaron que el eje inflamatorio SDF-1alfa/ CXCR4 se incrementa en
pacientes adultos con infarto agudo del miocardio, movilizandose cantidades significativa
de células troncales de médula ésea con marcadores celulares CD34, CD117, CD133, CD4S,
CD90 y CD105 hacia la sangre periférica, con un 50% de células activas dentro del ciclo de
divisién celular, asumiendo que esta movilizacién posiblemente obedece a una respuesta
de regeneracién miocardica y vasculogénesis.'®

En pacientes pediatricos con cardiopatia congénita existe un proceso inflamatorio crénico
secundario a lesién del endotelio vascular, miocardico y tisular por hiperflujo sanguineo
pulmonar e hipoxemia cronica, por lo que es esperada la movilizacién de células troncales
de la médula dsea hacia la circulacién periférica como respuesta a los mediadores
inflamatorios, sin embargo, esta es un area de la cardiologia pediatrica que ha sido poco
explorada y que consideramos podria tener potencial terapéutico en el futuro, por lo que
realizamos el presente estudio como una exploracion inicial para caracterizar las
subpoblaciones celulares de médula dsea movilizadas a la circulacién periférica como
respuesta al proceso inflamatorio crénico presente en pacientes con cardiopatia congénita,
para que posteriormente la informacion obtenida sirva de base para investigaciones
especificas relacionadas con procedimientos diagndsticos y terapéuticos.
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ANTECEDENTES

Las cardiopatias congénitas se caracterizan por alteraciones estructurales del corazén o de
los grandes vasos, las cuales se producen por un desarrollo defectuoso durante la
embriogénesis. Se estima que del 2-4% de los recién nacidos vivos presentan
malformaciones congénitas, de los cuales entre 4 y 12 por cada 1000 nacidos vivos son
portadores de alguna cardiopatia.®

De acuerdo a la fisiopatologia del corto circuito en la circulacion sanguinea, las cardiopatias
congénitas se dividen en aciandégenas y ciandgenas. Las primeras son representadas
principalmente por la Comunicacidn Inter-atrial (CIA), Comunicacion Inter- Ventricular (CIV)
y Persistencia del Conducto Arterioso (PCA); Las segundas por Tetralogia de Fallot (TF),
Trasposicidon de Grandes Vasos (TGV), Atresia Pulmonar (AP) y Conexién Andmala de Venas
Pulmonares (CAVP).2

En las Cardiopatias Congénitas Aciandgenas la sangre oxigenada sufre un cortocircuito
desde las cavidades cardiacas izquierdas hacia las derechas, propiciando sobrecarga de
volumen sanguineo en la circulacién pulmonar, propiciando hiper-reactividad de la
vasculatura pulmonar y a largo plazo Hipertensién Pulmonar, que se caracteriza
fundamentalmente por una proliferacién fibro-muscular de la intima que condicionan
obstruccion de la luz vascular, inflamacién y lesién de las células endoteliales e hipertrofia
de las células del musculo liso vascular. A largo plazo, la Hipertensidn Arterial Pulmonar
(HAP) incrementa la post-carga, dilatacion ventricular y finalmente Falla Cardiaca Derecha
(FCD).23

En las Cardiopatias Congénitas Ciandgenas existe una disminucion significativa del flujo
sanguineo en el circuito pulmonar con reduccién de la oxigenaciédn sanguinea,
produciéndose en consecuencia hipoxemia e hipoxia tisular, condicionando un incremento
en la proporcidn de hemoglobina reducida, la cual se manifiesta clinicamente con cianosis
periférica. La hipoxemia e hipoxia del tejido miocardico produce disminucidn de la fuerza
contractil del corazén, muerte celular y finalmente falla cardiaca izquierda.? 3

INFLAMACION Y LESION CELULAR

En las cardiopatias congénitas acianégenas y ciandgenas con insuficiencia cardiaca e
hipertension pulmonar, en conjunto con una inadecuada oxigenacién de células y tejidos,
se desarrollan fendmenos de isquemia-reperfusidon con la consiguiente generacion de
radicales libres de oxigeno por consumo de Oxido Nitrico (ON) en presencia de altas
concentraciones de anién superdxido y aumento de radical peroxinitrito. Los radicales libres
producidos por este fendmeno de reperfusidon son particularmente toxicos, debido a su
reaccion con los 4acidos grasos no saturados de las membranas y a la formacion de
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hidroperoxidasas lipidicas que provocan reaccidon en cadena de dafio celular con
destrucciéon de la membrana, edema del endotelio vascular y de la mitocondria, inactivando
la sintesis de proteinas necesarias para la homeostasis celular.*

Las interleucinas, son proteinas que funcionan como mediadores en la comunicacién
celular, colaboran en la regulacién del crecimiento, diferenciacién e incluso movilizacién
celular, aunque sus acciones principales se pueden observar en procesos inmunolégicos e
inflamatorios, estas proteinas viajan a la célula blanco uniéndose a ésta por medio de
receptores moleculares de superficie, desencadenando una cascada de sefiales que
produce cambios en la funcién celular. >

Entre las principales funciones de las interleucinas inflamatorias se encuentran las
siguientes: Induccién de anticuerpos, hematopoyesis, tromobocitopoyesis y sintesis de
proteinas reactantes de fase aguda. Estas interleucinas se elevan significativamente
durante el proceso de lesion vascular y de isquemia-reperfusion del miocardio, mostrando
en modelos experimentales, que juegan un papel importante como inotrdpicos negativo
en la ruta dependiente de O6xido nitrico.’

Ayelet Ay col informan sobre la presencia de un marcador de lesién tisular conocido como
Factor derivado de células Troncales (Siglas en Ingles Stem Derived Factor 1 SDF1), el cual
se eleva durante la fase aguda de lesion miocdrdica, especialmente en presencia de necrosis
celular.l® Este marcador de lesién tisular y endotelial tiene dos funciones esenciales:
Primero actta como estimulador a distancia de la Médula Osea para la liberacion de células
troncales inmaduras a la circulacién sanguinea, especialmente aquellas células del estroma
medular que expresan un marcador de superficie CXCR4. En el sitio de lesidén tisular y
endotelial, este mismo marcador SDF1 actia como ligando de las células troncales
movilizadas a la circulacidon que expresan CXCR4. Simultdneamente, este marcador SDF1
también promueve la migracién de mononucleares y macréfagos hacia el sitio de lesién
para propiciar la eliminacion de material necrosado e iniciar posteriormente Ia
reconstitucion del tejido con fibrosis a través de los fibroblastos.?

CELULAS TRONCALES

Nathan!! informa que en personas sanas, siempre hay en sangre periférica una pequefia
cantidad de células mononucleares que expresan marcador de superficie CD34 (0.7%), las
cuales al ser cultivadas en diferentes tipos de cultivo proliferan y se diferencian en
diferentes lineas celulares. Fridestein? y col informaron en los afios 60s que las células del
estroma de la médula ésea forman colonias de caracteristicas morfoldgicas similares a los
fibroblastos y que al cultivarlas en diferentes medios de cultivo, expresan el marcador de
superficie CD34, las cuales al agregar medio de cultivo caracteristico de un érgano
especifico se logra su diferenciacion hacia el tipo de célula del rgano en cuestion. A partir
de 1980, diferentes investigadores observaron que las células del estroma de médula dsea
se encuentran en sangre periférica, hipotetizando que estas se encuentran en la circulacién

Pégina8



en forma inactiva hasta su activacién en algun sitio del organismo en el cual se presenta
lesion tisular, iniciando asi su diferenciacién celular y consecuente regeneracion del tejido
dafado.

Actualmente, diferentes autores informan que las células de médula ésea tienen
caracteristicas genéticas con gran potencial de regeneracion, iniciando la conocida
ingenieria celular o ingenieria regenerativa, reconociendo que estas células podrian circular
permanentemente en sangre periférica como un monitoreo constante del organismo de
posibles agresiones a los 6rganos de la economia corporal.t>’

Aceves et al, observd en pacientes con lesién miocardica aguda una elevacidn significativa
xde células troncales de médula dsea reconocidas en diferentes estudios experimentales
como relacionadas con la regeneracién de tejidos lesionados, destacando células troncales
con marcador celular CD133, CD34, CD117, de las cuales la mitad de las células movilizadas
a sangre periférica también expresaron CXCR4, ligando natural del marcador inflamatorio
SDF-1, y el 40% de ellas activas en proliferacién celular.'®

CELULAS TRONCALES EN CARDIOPATIA CONGENITA

El uso de células troncales de médula dsea ha sido poco explorado en pacientes pediatricos
con enfermedades cardiacas, no obstante, basandose en la experiencia obtenida en la
mejoria de la funcion ventricular con pacientes adultos, existe la posibilidad de que células
troncales identificadas con potencial regenerativo y angiogénico puedan ser utilizadas en
terapia celular en poblacién pediatrica con cardiopatia congénita. En este sentido, se han
publicado algunos estudios con poblacién limitada donde se ha observado que la infusién
intracoronaria de células CD133 y CD34 mejora la funcién ventricular en pacientes

pedidtricos con cardiomiopatia dilatada e hipoplasia del ventriculo izquierdo.*?-?2

MARCO TEORICO

Las cardiopatias congénitas se caracterizan por alteraciones estructurales del corazén o de
los grandes vasos, que se producen por un desarrollo defectuoso del embrién durante la
gestacion. Se estima que del 2-4% de los recién nacidos que presentan malformaciones
congénitas, entre 4 a 12 por cada 1000 nacidos vivos son portadores de alguna cardiopatia.?

De acuerdo a la fisiopatologia del corto circuito en la circulacidn, las cardiopatias congénitas
se dividen en aciandgenas y ciandgenas. Las primeras son representadas principalmente
por la Comunicacion Inter-atrial (CIA), Comunicacion Inter- Ventricular (CIV) y Persistencia
del Conducto Arterioso (PCA); Las segundas por Tetralogia de Fallot (TF), Trasposicion de
Grandes Vasos (TGV), Atresia Pulmonar (AP) y Conexién Andmala de Venas Pulmonares
(CAVP).2

En las Cardiopatias Congénitas Aciandgenas la sangre oxigenada sufre un cortocircuito
desde las cavidades cardiacas izquierdas hacia las derechas, pero sin que se mezcle con
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sangre no oxigenada en la circulacion sistémica. Este cortocircuito de izquierda a derecha
produce un incremento del volumen sanguineo en el circuito pulmonar propiciando hiper-
reactividad de la vasculatura pulmonar y en consecuencia enfermedad pulmonar conocida
como Hipertensién Pulmonar, que se caracteriza fundamentalmente por una proliferacién
fibro-muscular de la intima que condicionan obstruccidn de la luz vascular, inflamacion y
lesion de las células endoteliales e hipertrofia de las células del musculo liso vascular.

A largo plazo, la Hipertensién Arterial Pulmonar (HAP) secundaria al incremento del flujo
sanguineo en el circuito pulmonar propicia dilatacién del ventriculo derecho y Falla Cardiaca
Derecha (FCD).>3

Imagen 1. Cardiopatias aciandgenas

CIRCULACION NORMAL COMUNICACION INTERVENTRICULAR DUCTUS ARTERIOSO
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En las Cardiopatias Congénitas Ciandgenas existe una disminucién significativa del flujo
sanguineo en el circuito pulmonar con reduccién de la oxigenacidon sanguinea,
produciéndose en consecuencia hipoxemia e hipoxia tisular. A corto plazoy mediano plazo,
la hipoxia crénica del tejido miocardico produce disminucion de la fuerza contractil del
corazdn, muerte celular vy falla cardiaca.? 3

Imagen 2. Caardiopatias ciandgenas
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CUADRO CLINICO, ABORDAIJE, DIAGNOSTICO Y TRATAMIENTOS

El cuadro clinico de las cardiopatias aciandgenas y ciandgenas es diferente. En las primeras,
existe una comunicacién anatémica anormal que propicia un incremento de flujo sanguineo
procedente de la circulacidon sistémica a la circulacién pulmonar produciendo a mediano
reactividad de las resistencias vasculares pulmonares con elevacién de la presion vascular
pulmonar. A largo plazo en la vasculatura pulmonar se produce hiperplasia de la intima con
disminucion importante y paulatina de la luz de los vasos arteriales, ingresando la
circulacidon pulmonar en un circulo vicioso donde el paso del flujo sanguineo hacia las
unidades alveolo capilar se reduce y en consecuencia la hematosis. Simultaneamente el
aumento en la presidon progresiva en las arterias pulmonares se traduce por via retrograda
hacia el ventriculo derecho que a largo plazo se dilata y disminuye su funcién contractil.

En base a la fisiopatologia mencionaday a la severidad del corto circuito del flujo sanguineo
sistémico-pulmonar o de izquierda a derecha, el cuadro clinico es el siguiente: Cuando la
comunicacion es pequeia, no suele producir sintomas, si es de dimensiones moderadas o
grandes la fisiopatologia avanza rdpidamente manifestandose clinicamente con disnea de
esfuerzo, hepatalgia y hepatomegalia por congestion sanguinea, ingurgitacién yugular,
soplo meso-sistdlico de grado variable y fijo en mesocardio (CIA o CIV) o continuo en region
inter-escapulo vertebral izquierdo (PCA) y alteraciones del crecimiento y desarrollo.

El diagndstico usualmente se confirma con estudio de ecocardiografia, en modalidad 2D y
2D, en el cual se visualiza el defecto septal entre las auriculas o entre los ventriculos, asi
como la presencia conducto arterioso permeable y el grado de afeccidn de las resistencias
pulmonares con cateterismo cardiaco derecho. El tratamiento consiste en el cierre de los
defectos septales y del conducto arterioso por via quirdrgica o endovascular, de acuerdo a
las dimensiones del defecto septal auricular y del conducto. En el caso del defecto septal
interventricular mayor de 1 cm con repercusion “clinica y hemodinamica importante el
procedimiento quirurgico es el de eleccidn.

En las cardiopatias ciandgenas, esencialmente existe una disminucion del flujo sanguineo
en la circulacidn pulmonar, reduciéndose importantemente la cantidad de sangre que tiene
gue ser oxigenada en los pulmones. La reduccién o ausencia de las estructuras anatémicas
que conducen la sangre del ventriculo derecho a los pulmones (Valvula pulmonar, arteria
pulmonar y via de salida del ventriculo derecho) ademas de condicionar una reduccién de
la hematosis a nivel pulmonar, también se produce congestion y aumento de la presidn del
ventriculo derecho que a largo plazo propicia disminucion de la fuerza contractil (Falla
cardiaca derecha).

En base a la fisiopatologia mencionada, al grado de reduccion del flujo sanguineo en los
pulmones y la falla cardiaca derecha se presenta el siguiente cuadro clinico: Cianosis
peribucal en reposo o en esfuerzo fisico, disnea de esfuerzo, soplo cardiaco en mesocardio
o en foco pulmonar de intensidad variable, en pacientes con enfermedad crénica dedos en
palillo de tambor por hipoxemia crdnica y trastornos del crecimiento y desarrollo.
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El diagndstico de confirma usualmente con estudio ecocardiografico en modalidad 2Dy 3D
y el grado de trastorno anatémico se confirma con cateterismo cardiaco. El tratamiento en
todos los casos es de tipo quirdrgico y en algunos casos que requieren procedimientos
paliativos se recurre al uso de intervencionismo cardiaco endovascular.

INFLAMACION Y LESION CELULAR

En las cardiopatias congénitas aciandgenas y ciandgenas con insuficiencia cardiaca e
hipertensién pulmonar, en conjunto con una inadecuada oxigenacién de células y tejidos,
se desarrollan fendmenos de isquemia-reperfusién con la consiguiente generacién de
radicales libres por consumo de Oxido Nitrico (ON) en presencia de altas concentraciones
de anién superdxido y aumento de radical peroxinitrito. Los radicales libres producidos por
este fendmeno de reperfusién son particularmente téxicos, debido a su reaccién con los
acidos grasos no saturados de las membranas y a la formacidon de hidroperoxidasas lipidicas
gue provocan reaccién en cadena de dafio celular con destruccion de la membrana, edema
del endotelio vascular y de la mitocondria e inactivacidon de la sintesis de proteinas
necesarias para el funcionamiento celular.?

Las interleucinas, son proteinas que funcionan como mediadores en la comunicacién
celular, colaboran en la regulacién del crecimiento, diferenciacién e incluso movilizacion
celular, aunque sus acciones principales se pueden observar en procesos inmunolégicos e
inflamatorios, estas proteinas viajan a la célula blanco uniéndose a ésta por medio de
receptores moleculares de superficie, desencadenando una cascada de sefiales que
produce cambios en la funcién celular. >8

Entre las funciones de la IL-6, principalmente estan: La induccién de anticuerpos,
hematopoyesis, tromobocitopoyesis y sintesis de proteinas reactantes de fase aguda, de
la misma manera que con TNFa se ha probado que existe una elevacidn significativa de
esta interleucina durante un proceso de lesion vascular y a un fendmeno de isquemia-
reperfusion del miocardio, observandose su elevacién en falla cardiaca cronica y
miocarditis, donde también se ha cuantificado una relaciéon directa entre los niveles de IL-
6 vy la severidad de la patologia, mostrando en modelos experimentales, que esta
interleucina juega un papel muy importante como inotrépico negativo, mediado por una
ruta dependiente de éxido nitrico.®

El Factor Transformador de Granulocitos beta (TGF-B), se encarga de estimular la
guimiotaxis de macréfagos y la proliferacion de fibroblastos, destacando su liberacion por
cardio-miocitos después de un evento de isquemia-reperfusién, hipoxia miocardica crdnica
y sobre carga ventricular izquierda, siendo trascendental su presencia en el proceso de
transformacion fenotipica de fibroblastos a miofibroblastos.®

Ayelet Ay col informan sobre la presencia de un marcador de lesion tisular conocido como
Factor derivado de células Troncales (Siglas en Ingles Stem Derived Factor 1 SDF1), el cual
se eleva durante la fase aguda de lesion miocardica, especialmente en presencia de necrosis
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celular.l® Este marcador de lesidn tisular y endotelial tiene dos funciones esenciales:
Primero actla como estimulador a distancia de la Médula Osea para la liberacidn de células
troncales inmaduras a la circulacién sanguinea, especialmente aquellas células del estroma
medular que expresan un marcador de superficie CXCR4. En el sitio de lesion tisular y
endotelial, este mismo marcador SDF1 actia como ligando de las células troncales
movilizadas a la circulacion que expresan CXCR4. (Ver esquema) Simultaneamente, este
marcador SDF1 también promueve la migracién de mononucleares y macréfagos hacia el
sitio de lesidn para propi ciar la eliminacidon de material necrosado e iniciar posteriormente
la reconstitucion del tejido con fibrosis a través de los fibroblastos.?

CELULAS TRONCALES

Las células troncales, son aquellas células que conservan la capacidad de dividirse
indefinidamente y diferenciarse en distintos tipos de células especializadas. Estas células
se clasifican segun su origen en: Totipotenciales (tienen la capacidad de formar tanto el
embrion como el trofoblasto de la placenta). Pluripotenciales (Son las células de la masa
celular interna y pueden diferenciarse en las tres lineas germinales (endodermo,
mesodermo y ectodermo). Multipotenciales (Son células capaces de producir un rango
limitado de linajes de células diferenciadas de acuerdo a su localizacion; por ejemplo, las
células troncales del sistema nervioso central tienen el potencial de generar tres tipos
celulares: neuronas, oligodendrocitos y astrocitos).

La diferenciacidon celular es un proceso de maduraciéon celular gradual con duracién
variable, mediante el cual las células de un linaje celular concreto sufren modificaciones,
para adquirir la morfologia y las funciones de un tipo celular especifico y diferente al resto
de otros tipos celulares del organismo, este proceso es regulado genéticamente y esta
precedido de cambios moleculares que propician la expresidon de proteinas clave con
funciones especificas para dar inicio a dicha diferenciacion.

Existe evidencia donde se describe que las células troncales no sélo actian mediante la
diferenciacién y proliferaciéon para la regeneraciéon tisular, sino también mediante Ila
produccién de factores de crecimiento y citocinas angiogénicas que estimulan la
neovascularizacion, previniendo asi la apoptosis celular y reclutando células troncales
locales, conocidas como “Side Cells”.

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Las fisiopatologias de las cardiopatias congénitas cianégena y acindgena, coincide en la
presencia de un proceso inflamatorio que se desencadena por la lesidon del endotelio
vascular y lesion del tejido miocardico, incrementandose en sangre periférica los niveles de
marcadores inflamatorios como interleucinas 6 y 8, Factor de Necrosis Tumoral alfa y
posiblemente del Factor Liberador de Células Troncales (Por siglas en Ingles SDF-1 o Stem
Delivery Factor).
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Ayelet A y col. mencionan que el marcador inflamatorio SDF1 tiene una funcién en 2
vertientes. Por un lado los niveles del SDF1 se elevan en la circulacidon sanguinea cuando
existe lesion celular del tejido miocardico o endotelial, estimulando a distancia a la médula
Osea, liberando selectivamente del estroma medular hacia la sangre periférica, células
troncales que expresan el marcador celular CXCR4. Las células troncales CXCR4+ migran
hacia el sitio de lesién en donde se encuentra el marcador inflamatorio SDF1 propiciando
asi la adhesiéon de estas células troncales al tejido lesionado, asumiendo varios
investigadores que posiblemente este eje inflamatorio sea una respuesta del organismo
para regenerar el tejido lesionado.

Aceves® et al, caracterizaron a las células troncales de médula 6sea movilizadas a la
circulacidon sanguinea periférica en pacientes adultos con infarto agudo al miocardio,
observando en la fase aguda la activacion del eje infamatorio SDF1/CXCR4, con una fuerte
y significativa correlaciéon de los niveles elevados de interleucinas inflamatorias con las
cantidades de células troncales CD34/CXCR4+, CD133/CXCR4+, CD117/CXCR4+ y
CD48/CXCR4+, asumiendo en forma similar a otros investigadores que este fenémeno
podria ser una respuesta defensiva del organismo ante una lesion orgdnica. 1> 1

Asumiendo que las cardiopatias congénitas ciandgenas y acianégenas cursan con un
proceso inflamatorio que podria estimular la liberacidn de células troncales de médula dsea
y que estas células podrian ser utilizadas en la terapia celular en este tipo de cardiopatias,
consideramos como primer paso caracterizar las subpoblaciones celulares en pacientes con
esta enfermedad cardiaca.

PREGUNTA DE INVESTIGACION

En el entendido, que las cardiopatias congénitas ciandgenas y acianégenas cursan con un
proceso inflamatorio que podria estar estimulando la liberacién de células troncales de
médula &sea, especialmente células CXCR4+ involucradas en el eje inflamatorio
SDF1/CXCR4 y que existe la posibilidad futura del uso de células troncales de médula dsea
CXCR4+ como terapia regenerativa en este tipo de cardiopatias, planteamos la siguiente
pregunta de investigacion como primer paso para la identificacién de las subpoblaciones
celulares con potencial terapéutico:

é¢Cuales son las caracteristicas (Tipos, cantidades y estatus en el ciclo celular) de las
subpoblaciones celulares de médula o6sea presentes en sangre periférica de pacientes
pediatricos con cardiopatias congénitas ciandgenas y aciandgenas?
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JUSTIFICACION

Se estima que del 2-4% de los recién nacidos que presentan malformaciones congénitas,
entre 4 a 12 por cada 1000 nacidos vivos son portadores de alguna cardiopatia. Las
cardiopatias congénitas ciandégenas y acianégenas se caracterizan por Hipertension
Pulmonar secundaria a hiperflujo sanguineo, lesién endotelial vascular y lesién miocardica
por hipoxia crénica y fendmeno de reperfusion, desencadenando la presencia de estrés
oxidativo, liberacidn de radicales libre de oxigeno y muerte celular.> 4

En poblacién adulta y en modelos experimentales, la terapia celular con células troncales
de médula 6sea ha mostrado buenos resultados en la regeneracion tisular, identificando
células con marcadores especificos relacionados con la regeneracion vascular y de tejido
miocardico (CD34, CD133, CD117, CD48). Este tipo de terapia ha sido muy poco explorada
en poblacion pedidtrica, sin embargo, algunas investigaciones con limitada escasa poblacion
de estudio han mostrado la posibilidad de que la terapia con estas células puede tener
efecto positivo en pacientes con cardiopatias congénitas.

En las cardiopatias congénitas cianégenas y aciandégenas se presenta un proceso
inflamatorio secundario a dafio endotelial y tisular que podria estar activando el eje
inflamatorio SDF1/CXCR4 estimulando consecuentemente la liberacidon de células troncales
de médula dsea hacia la circulacion sanguinea periférica. Considerando el futuro potencial
gue podria tener la terapia celular en poblacion pediatrica con cardiopatia congénita,
realizamos el presente estudio para conocer las caracteristicas de las subpoblaciones
celulares de médula ésea movilizadas a sangre periférica, esperando que la informacién
obtenida sirva de base para identificar a las células con mayor potencial para futuros
estudios con terapia celular en poblacién pedidtrica con este tipo de enfermedad
cardioldgica.

OBIJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Determinar cantidad, tipo de subpoblaciones celulares de medula dsea presentes en
sangre periférica de pacientes pediatricos con cardiopatias congénitas ciandgenas y
acianégenas.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

En muestras de sangre periférica de pacientes con cardiopatia congénita ciandgena y
aciandgena:

e Conocer la cantidad de subpoblaciones celulares CD34, CD133, CD117, CD48.
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e Conocer la proporcion de células troncales de médula dsea con marcador celular
CXCR4

e Conocer los niveles de marcadores inflamatorios SDF1, interleucinas 6, 8 y FNTa

e Determinar las diferencias en las caracteristicas de las subpoblaciones celulares de
médula dsea entre pacientes con cardiopatia congénita ciandgena y acianégena.

e Determinar la correlacién de las células troncales de médula dsea movilizadas a
sangre periférica con los niveles de marcadores inflamatorios.

HIPOTESIS

Aunque el protocolo propuesto es Unicamente descriptivo y no requiere planteamiento
de hipodtesis, considerando que puede existir correlacién de las cantidades y
subpoblaciones celulares con los niveles de marcadores inflamatorios en cada tipo de
cardiopatia congénita y en el entendido que existen diferencias fisiopatoldgicas en el
desarrollo entre cardiopatias congénitas de tipo ciandgenas y aciandgenas, planteamos
las siguientes hipotesis.

En muestras de sangre periférica de pacientes con cardiopatia congénita cianégena y
aciandgena:

e La cantidad, tipos y estatus en el ciclo celular de las subpoblaciones celulares de
médula dsea presentes en sangre periférica asi como los marcadores inflamatorios
SDF-1, Interleucinas 6, 8 y FNTa son significativamente diferentes.

e La correlacion entre las células troncales de médula dsea presentes en sangre
periférica con los niveles de marcadores inflamatorios es elevada (>80%) vy
significativa.

METODOLOGIA

DISENO

Se realizé un estudio Transversal, Observacional, Descriptivo, Analitico, Prolectivo.
POBLACION BLANCO

Poblacion pediatrica con cardiopatia congénita ciandgena y aciandgena atendida en el
servicio de Cirugia Cardiovascular del Hospital Infantil de México Federico Gomez.

CRITERIOS DE SELECCION

INCLUSION
e Pacientes hombres y mujeres portadores de cardiopatia congénita
e Pacientes mayores de 1 mes y menores de 15 afios
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e Pacientes que firmaron consentimiento y asentimiento informado

EXCLUSION
e Pacientes portadores de trisomia 21 y antecedente de cirugia menor de 30 dias
e Pacientes con proceso infeccioso activo

ELIMINACION
e Pacientes con deseo de retirar su consentimiento o asentimiento informado

METODO DE MUESTREO

Se realizé un muestreo no probabilistico por conveniencia de acuerdo a la presencia de
cardiopatia congénita cianégena y acianégena.

METODO

Posterior a la autorizacién de la investigacién por el comité de Investigacion, Etica y
Bioseguridad de la institucién se identificaron a los pacientes que cumplieron con los
criterios de seleccion en el servicio de Cirugia Cardiovascular del Hospital Infantil de México
Federico Gomez, explicdndoles a sus padres o representantes legales, las caracteristicas del
estudio, invitdndolos a participar solicitando firma de consentimiento y asentimiento
informado en mayores de 6 afios de edad.

Independientemente de la participacion de los pacientes en esta investigacion, todos
recibieron el protocolo de estudio estandarizado en el servicio de Cardiologia Pediatrica y
Cirugia Cardiovascular para establecer el diagndstico del tipo de cardiopatia congénita, que
consiste en la realizacién de historia clinica completa, exdmenes de laboratorio (Biometria
hemidtica, quimica sanguinea, pruebas de funcidn hepatica, tiempos de coagulacidn, enzima
CK-MB y troponina 1), ecocardiografia bidimensional convencional, electrocardiograma,
telerradiografia de téraxy cateterismo cardiaco. Se excluyeron a los pacientes con proceso
infeccioso activo determinado por el servicio de Infectologia pediatrica de la institucidn.

Se obtuvo una muestra de sangre venosa mediante puncion con aguja hipodérmica calibre
24Fr en la vena cefalica o basilica de cualquiera de los miembros tordacicos de los pacientes.
En lactantes menores de 10 kg la muestra sanguinea no excedio del 10% del peso corporal
y pacientes de mayor peso la muestra fue de 2 ml. Las muestras se mantuvieron en tubo
con anticoagulante EDTA a 42 C y fueron procesada en el Laboratorio Clinico del Hospital
Infantil de México Federico Gédmez Los residuos biolégicos fueron destruidos de acuerdo a
la normatividad de recoleccion y destino final de RPBI y CRETIS establecido en el HIMFG por
el drea de RPBI de la institucion.
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Cuantificacion de subpoblaciones celulares

Con citometro de flujo Becton Dikinson 4 canales se identificd el inmunofenotipo de
subpoblaciones celulares de médula édsea mediante anticuerpos especificos humanos anti
CD34, CD133, CD117, CD48, CD184 (SDF-1) y CXCR4 (Beckman Coulter, Embioscience,
DAKO, Serotec).

Determinacion de marcadores inflamatorios

Mediante ensayo inmunométrico enzimatico secuencial en fase sdlida,
(Quimioluminiscencia automatizada), con analizador SIEMENS IMMULITE 1000, se midieron
los niveles de interleucinas (IL-6, IL-8), Factor de Necrosis Tumoral alfa (FNTa) y SDF-1
Determinacion de estatus en el ciclo celular

Mediante citometria de flujo con equipo Bencton Dikinson 4 canales con anticuerpo anti-
humano Ki67 se identificaron el estatus dentro del ciclo celular (Fases G1, S, G2y M) en que
se encontraron las subpoblaciones celulares presentes sangre periférica.

REGISTRO DE VARIABLES

Del expediente clinico se registraron las siguientes variables: Edad, sexo, peso, talla,
superficie corporal, tipo de cardiopatia congénita, , Fraccién de Expulsidon del Ventriculo
lzquierdo (FEVI), cantidades y estatus en el ciclo celular de subpoblaciones celulares de
médula dsea presentes en sangre periférica, niveles de marcadores inflamatorios
(Interleucinas 6, , FNTa, SDF-1).

CONSIDERACIONES ETICAS

El estudio se ajustd a los lineamientos establecidos en la declaracion de Helsinki revisada
en Tokio en el afio 2000, a los establecidos por el Hospital Infantil de México Federico
Gdémez y por la Ley General de Salud en materia de investigacion clinica titulo segundo,
capitulo |, articulo 17 categoria I, puesto que el estudio propuesto representa bajo riesgo
para los pacientes puesto que Unicamente se obtendrd una muestra de sangre mediante
puncidn de la vena cefalica o basilica de alguno de los miembros toracicos.

A los padres o representantes legales de los pacientes se solicitd firma de consentimiento
informado de acuerdo a lo dispuesto en la Ley General de Salud titulo segundo, capitulo |,
articulos 20, 21, 22 y 23 en materia de los aspectos éticos en la investigacién en seres
humanos.

Para conservar el anonimato de los pacientes y conservar la privacidad y confidencialidad
de los datos, se registro la informacién utilizando como referencia el nimero de folio del
expediente clinico. Asi mismo, las muestras sanguineas fueron eliminadas inmediatamente
después de su procesamiento. Todos los estudios invasivos y no invasivos necesarios para
establecer el diagndstico de la cardiopatia congénita formaron parte del estudio integral
para establecer el diagndstico de la enfermedad cardiaca del paciente, los cuales fueron
realizados independientemente de su participacion en la presente investigacion.
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ANALISIS DE LOS DATOS

Utilizamos el programa estadistico SPSS v21.0 para Windows. El analisis descriptivo se
realizé con medidas de tendencia central y de dispersion previa evaluacién con la prueba K
de Smirnoff. Para la comparacidon entre grupos (Cardiopatia congénita ciandgena y
acianégena) utilizamos prueba t de Student. Para el andlisis de correlacién utilizamos
prueba de Correlacién de Pearson. Consideraremos significancia estadistica con un valor de
p <0.05.

DEFINICION CONCEPTUAL Y OPERACIONAL DE VARIABLES

INDEPENDIENTES

Cardiopatia Congénita Cianégena: Malformacién cardiaca adquirida durante el desarrollo
fetal que propicia hipoxemia tisular y elevacién de hemoglobina reducida manifestada
clinicamente con cianosis. Las cardiopatias mas frecuentes son: Tetralogia de Fallot,
Transposicion de los Grandes Vasos (TGV), Estenosis Pulmonar (AP) y Conexién Andmala
de Venas Pulmonares (CAVP). Variable nominal, presente/ausente.

Cardiopatia Congénita Aciandgena: Malformacién cardiaca adquirida durante el desarrollo
fetal que se caracteriza por el paso de sangre de la circulacidn izquierda hacia la circulacién
derecha del corazén con incremento del volumen sanguineo en la circulaciéon pulmonar. Las
cardiopatias mas frecuentes son: Comunicacién Interauricular (CIA), Comunicacién
interventricular (CIV) y Persistencia del Conducto Arterioso (PCA). Variable nominal,
presente/ausente.

DEPENDIENTES

Subpoblaciones Celulares de Médula Osea: Células inmaduras que conservan su capacidad
de replicaciéon y diferenciacidn a diferentes tipos de tejidos. Las subpoblaciones conocidas
identificadas por marcadores celulares especificos en diferentes estudios relacionadas con
procesos de regeneracion de tejidos y angiogénesis son: CD34, CD117, CD133, CD48.
Variable cuantitativa de acuerdo a la celularidad observada, expresada en numeros
absolutos y en porcentaje.

Estatus en proliferacion celular: Estado en que se encuentran las células dentro del ciclo
de divisién celular. Mediante la determinacion por citometria de flujo del anticuerpo Ki67
se identifica el estado en proliferacidon de la célula (Fase G1, S, G2 y M). Variable cuantitativa
de acuerdo a la celularidad observada, expresada en nimeros absolutos y en porcentaje
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Marcadores inflamatorios: Proteinas que intervienen en el desarrollo de la inflamacién: IL-
6, la IL-8 y el factor de necrosis tumoral alfa (TNFa). Se determina mediante
quimioluminiscencia. Variable cuantitativa expresada en pg/ml

Factor Liberador de Células Troncales (Por siglas en ingles Stem Delivery Factor o SDF1):
Citocina que se encuentra presente en sitios de lesion tisular, se conocen dos isoformas
SDFlay SDF1B. La alfa se encuentra en el cerebroy la beta en corazén y células endoteliales
vasculares, aunque en presencia de lesién miocardica o vascular se incrementa la presencia
de SDF1la. Variable cuantitativa expresada en pg/ml

COVARIABLES

Edad: Tiempo transcurrido desde el nacimiento de una persona. Variable cuantitativa
expresada en meses.

Sexo: Caracteristica morfoldgica que identifica al masculino del femenino. Variable nominal
masculino/femenino.

Peso: Cantidad de materia o masa contenida en el cuerpo de una persona. Variable
cuantitativa expresada en gramos.

Talla: Distancia que existe entre los pies y el vértice de la cabeza de una persona. Variable
cuantitativa expresada en centimetros.

Superficie Corporal: Area que considera la superficie del cuerpo humano en funcién de la
tallay el peso del individuo. Variable cuantitativa expresada en nimeros absolutos.

RESULTADOS

Analizamos 49 pacientes con cardiopatia congénita ciandégena (n=19)y no ciandgena (n =
30). La atresia Pulmonar fue la cardiopatia mds frecuente (30%) entre las complejas; la
Persistencia de Conducto Arterioso (37%) y la Comunicacién Inter Atrial (14%) en las no
cianogenas. (Ver anexo Tabla 1y 2) Los marcadores inflamatorios (IL6, IL8, FNTa y SDF-1a)
y la cuantificacion de subpoblaciones celulares de médula dsea (CD34/CXCR4+,
CD133/CXCR4+, CD117/CXCR4+ y CD48/CXCR4+) mostraron diferencias significativas entre
los pacientes con cardiopatia congénita ciandgena y acianogena (P = 0.03 a 0.001). No se
observaron diferencias en las proporciones de células en proliferacion dentro del ciclo
celular entre los grupos (p = 0.21).( Ver anexoTabla 3)

El analisis bivariado mostrd una correlacién significativa de los niveles de marcadores
inflamatorios con la cuantificacidon de subpoblaciones celulares de médula dsea presentes
en sangre periférica. En el grupo de pacientes con cardiopatia congénita cianogena la IL6
mostrd una correlacién fuerte y significativa con las subpoblaciones CD133/CXCR4+ (r =
0.61, p=0.03); lalL 8y el SDF-1a mostraron una correlacion muy fuerte y significativa con
las subpoblaciones CD34/CXCR4, CD133/CXCR4+, CD117/CXCR4+ y CD48/CXCR4+ (r =0.75
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a2 0.90, p =0.01 a2 0.03). En el grupo de pacientes con cardiopatia congénita acianogena los
marcadores inflamatorios IL8 ySDF-1a. mostraron una correlacion fuerte y significativa con
las subpoblaciones celulares de médula ésea CD34/CXCR4, CD133/CXCR4+, CD117/CXCR4+
y CD48/CXCR4+ (r = 0.62 a 0.74, p = 0.01 a 0.04); la correlacion fue baja pero significativa
conll6 (r=0.17a0.42,p=0.02a0.12), IL8 (r=0.50a 0.60, p =0.02 2 0.04) , TNFa (r =
0.20a20.42,p=0.02a0.04). Tabla 4

DISCUSION

La terapia celular con células troncales en poblacidon pedidtrica con cardiopatias
congénitas, es un tema poco explorado. En este estudio, observamos proporciones
importantes de células troncales de médula ésea movilizadas a sangre periférica en
pacientes pedidtricos con cardiopatia congénita, sugiriendo que existe una respuesta del
organismo a la agresidén propia de la fisiopatologia de la cardiopatia. En este sentido, se
despierta un interés légico que invita a investigar sobre subpoblaciones celulares de médula
O0sea con marcadores especificos para ser utilizados en terapia celular para patologias
particulares.

En la fisiopatologia de la cardiopatia congénita existen multiples agresiones celulares
asociadas a hipoxia tisular, estado de acidosis sanguinea, cambios de presion intravascular,
osmolaridad sanguinea. Estas condiciones desencadenan reacciones inflamatorias
mediadas por marcadores bioquimicos de inflamacién que activan a células inflamatorias,
propiciando un estado inflamatorio permanente. Estas circunstancias fueron confirmadas
por los hallazgos de este estudio, donde se observé un incremento importante de los niveles
de interleucinas inflamatorias, las cuales han mostrado tener una actividad secundaria
sobre la médula 6sea favoreciendo la liberacién de células troncales con potencial
regenerativo a nivel endotelial (CD133) y tisular (CD34, CD117), las cuales han mostrado
capacidad regenerativa cardiovascular en diversos estudios experimentales.

Ayelet® describe las 2 vias de actividad del marcador inflamatorio SDF-1a, en la médula ésea
favoreciendo la liberacidn de células troncales con expresién adicional del marcador CXCR4
hacia la sangre periférica y simultdaneamente en el sitio de lesidon cardiovascular favorece el
establecimiento de estas células con capacidad regenerativa, convirtiéndose en el ligando
natural del marcador celular CXCR4, identificandose en modelos experimentales de
patologias cardiovasculares y cardiopulmonares la existencia del eje inflamatorio SDF-
1a/CXCR4. Nuestros hallazgos apoyan la existencia de este eje inflamatorio, observando
una muy fuerte y significativa correlacién de las células troncales con capacidad
regenerativa (CD34, CD133, CD117 y CD48) con marcador celular adicional CXCR4. Tabla 4

Considerando que la fisiopatologia entre las cardiopatias congénitas ciandgenas y
aciandgenas difiere en el grado de agresion de hipoxia tisular y vascular, es légico pensar
que posiblemente el eje inflamatorio SDF-1a/CXCR4 tenga una intensidad diferente.
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Nosotros observamos en pacientes con estas dos tipos de cardiopatias congénitas
diferencias significativas en los niveles de marcadores inflamatorios (IL6, IL8, FNTa y SDF-
la) y en las proporciones de células troncales de médula 6sea movilizadas a la circulaciéon
sanguinea (CD34/CXCR4+, CD133/CXCR4+, CD117/CXCR4+ y CD48/CXCR4+)

La diferente intensidad del eje inflamatorio SDF-1a/CXCR4 observado por Aceves y col entre
pacientes adultos con infarto agudo al miocardio y angina de pecho, igualmente fue
observado en nuestro estudio, entre pacientes con cardiopatia congénita ciandgena y
acianégena, indicando la relevancia de evitar el progreso de la agresiéon vascular, endotelial
y tisular del aparato cardiovascular y cardiopulmonar mediante intervencién médica
oportuna.

En pacientes con cardidpata ciandgena se observan dos condiciones que podrian
contribuir a la activacién del eje SDF1-CXCR4; el sindrome hipoxémico crénico, debido a
la desaturacidn crénica de oxigeno en sangre arterial que es causada por un corto circuito
de derecha a izquierda, y la disfunciéon endotelial descrita como falta de respuesta
vasodilatadora secundaria al agotamiento de la capacidad de las células endoteliales para
la produccién de éxido nitrico debido a la hiperviscosidad sanguinea caracteristica de estos
pacientes. Este fendmeno inflamatorio también ha sido descrito en pacientes sometidos a
ECMO vy en pacientes con antecedente de vasculitis sistémica primaria.?’

No obstante, parece ser que en padecimientos inflamatorios donde se produce un
agotamiento de la médula 6sea, el eje inflamatorio no tiene el mismo efecto en la
movilizacion de células troncales con capacidad regenerativa. Este fendmeno ha sido
observado en pacientes con Lupus Eritematoso Sistémico, Enfermedad de Kawasaky con
enfermedad renal crénica terminal.?®

En suma, los hallazgos de este estudio muestran que la agresién de los eventos involucrados
en la fisiopatologia de las cardiopatias congénitas, desencadena un proceso inflamatorio
gue promueve la respuesta del organismo para corregir o regenerar la lesién cardiovascular,
mediante la movilizacién a la circulacién sanguinea de células troncales de médula dsea con
capacidad regenerativa. Mostrando ademas que es necesario realizar investigacion
especifica en la modulacién o control del fendmeno inflamatorio presente en pacientes con
esta enfermedad cardiaca. Por otro lado, nuestros hallazgos muestran la existencia de una
amplia posibilidad del uso de células troncales de médula dsea con marcadores celulares
especificos, en la terapia celular para pacientes con cardiopatia congénita, ya sea para el
control de las lesiones asociadas al evento inflamatorio o bien para mejorar la funcién de
drganos especificos con deterioro secundario a los eventos de hipoxia tisular e hipoxemia.

Pa’ginazz



CONCLUSION
En pacientes con cardiopatia congénita:

e Existe una fuerte correlacién de los marcadores inflamatorios IL8 y SDF-1a con la
movilizacion a la circulacién sanguinea de células con capacidad regenerativa
CD34/CXCR4, CD133/CXCR4, CD117/CXCR4 y CD48/CXCR4.

e Existen diferencias significativas en los niveles de marcadores inflamatorios y en la
cantidad de subpoblaciones celulares de médula ésea movilizadas a la circulacion
sanguinea entre pacientes con cardiopatia ciandgena y acianégena.

e Llaintensidad del eje inflamatorio SDF-1a/CXCR4 es significativamente diferente en
pacientes con cardiopatia ciandgena y aciandgena.

LIMITACIONES DEL ESTUDIO

Durante la planeacién del estudio se propuso la inclusidn de pacientes sanos como grupo
control; sin embargo debido a los criterios de exclusién y dadas las caracteristicas de los
pacientes que acuden a nuestra institucién, no se logré la obtencién de muestras de
pacientes sanos; sin embargo existen reportes en la literatura médica de las cantidades de
subpoblaciones celulares de médula désea en la circulacién sanguinea, por lo que los
resultados del estudio fueron comparados con esta informacién en el tenor de controles
historicos informados en la literatura médica.

CRONOGRAMA DE ACTIVIDADES

La investigacion se realizé en un periodo de 24 meses de acuerdo como se describe a
continuacidn, iniciando hasta obtener la aprobacién por los comités de Investigacion, Etica
y Bioseguridad del Hospital Infantil de México Federico Gémez.( Ver Anexo )
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ANEXOS

Tabla 1.- Distribucién de pacientes por tipo de cardiopatia congénita

n %
CIANOGENA
Atresia Pulmonar 15 30
Ventriculo Izquierdo Hipoplasico 2 5
Canal Atrio-Ventricular 1 2
Tronco Arterioso 1 2
ACIANOGENA
Persistencia de Conducto Arterioso 18 37
Comunicacion Inter-Atrial 7 14
Coartacién de Aorta 4 8
Comunicacion Inter-Ventricular 1 2

Tabla 2 Caracteristicas demograficas, presién de ventriculo derecho
y Fraccién de Expulsién del Ventriculo lzquierdo

CIANOGENA  ACIANOGENA p
Edad (meses) 51+5 5815 0.70
Peso (kg) 19+2 2343 0.46
Talla (cm) 109430 119421 0.27
Superficie Corporal 0.7+0.03 0.8+0.03 0.62
PSVD (mmHg) 27+2 14+1.3 0.34
FEVI (%) 69+4 67+7 0.25

PSVD: Presion Sistdlica del Ventriculo Derecho; FEVI: Fraccidn de
Expulsidon del Ventriculo lzquierdo; El valor de p fue calculado con
prueba t de student

Tabla 3.- Marcadores inflamatorios y subpoblaciones celulares de médula
dsea en pacientes con cardiopatia congénita ciandgena y acianogena

CIANOGENA ACIANOGENA p
Inteleucina 6 pg/ml 4.1+1.8 2.4+0.8 0.03
Interleucina 8 pg/ml 6.4%1.3 5.8%1.9 0.04
TNF pg/ml 11.4+4 8.2+2 0.001
SDF-1a (%) 48.915.7 32.55.2 0.001
CD34/CXCR4+ (%) 34119 13+2.8 0.001
CD117/CXCR4+ (%) 46.1+3.7 15.3+3.1 0.001
CD133/CXCR4+ (%) 43.8+2.9 16.2+7.2 0.001
CD48/CXCRS+ (%) 25.1+2.6 13.612.6 0.001
Ki67 % 87.3+2.5 84.5+3.3 0.21

TNFa: Factor de Necrosis Tumoral alfa; El valor de p fue calculado con
prueba t de student
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Tabla 4 Andlisis de correlacion de los marcadores inflamatorios con la cuantificacion
de subpoblaciones celulares de médula 6sea en sangre periférica

Interleucina 6

CIANOGENA ACIANOGENA
r p r p
CD34/CXCR4+ (%) 0.39 0.01 0.35 0.02
CD117/CXCR4+ (%) 0.45 0.02 0.39 0.03
CD133/CXCR4+ (%) 0.61 0.03 0.42 0.02
CD48/CXCR4+ (%) 0.35 0.04 0.30 0.03
Ki67 (%) 0.19 0.18 0.17 0.12
Interleucina 8
CIANOGENA ACIANOGENA
r p r p
CD34/CXCR4+ (%) 0.75 0.01 0.50 0.02
CD117/CXCR4+ (%) 0.91 0.01 0.54 0.03
CD133/CXCR4+ (%) 0.85 0.01 0.57 0.02
CD48/CXCR4+ (%) 0.89 0.01 0.55 0.04
Ki67 (%) 0.90 0.03 0.60 0.04
Factor de Necrosis Tumoral alfa
CIANOGENA ACIANOGENA
r p r p
CD34/CXCR4+ (%) 0.32 0.02 0.25 0.02
CD117/CXCR4+ (%) 0.48 0.001 0.34 0.03
CD133/CXCR4+ (%) 0.39 0.005 0.42 0.03
CD48/CXCR4+ (%) 0.46 0.001 0.20 0.04
Ki67 (%) 0.36 0.01 0.29 0.04
SDF-1a
CIANOGENA ACIANOGENA
r p r p
CD34/CXCR4+ (%) 0.80 0.001 0.62 0.01
CD117/CXCR4+ (%) 0.95 0.001 0.65 0.02
CD133/CXCR4+ (%) 0.89 0.001 0.71 0.01
CD48/CXCR4+ (%) 0.95 0.001 0.67 0.03
Ki67 (%) 0.96 0.001 0.74 0.04
La correlacidn se calculd con prueba Pearson
Anexo 2
Fecha de inicio BIMESTRE
2134 6789|110 | 11| 12
Evaluacién por comisiones x | X
Reclutamiento de pacientes X | X X | X | X | x| X
Analisis de muestras sanguineas X | X X | X | X | x| x
Analisis de informacién X N
Presentacion de tesis y preparacion X ;EZ
de articulo para publicacion =
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