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RESUMEN

La enfermedad de Graves es un trastorno autoinmunitario producido por autoanticuerpos
dirigidos contra el receptor TSH y es la causa mas frecuente de hipertiroidismo endégeno,
presenta su maxima incidencia entre los 20 y 40 afios y se presenta mas frecuente en
mujeres.

Recientemente, se ha propuesto que el desequilibrio entre las células T efectoras vy
reguladoras que parece ser crucial en la patogénesis de la enfermedad de Graves en
modelo murino. Fenotipicamente, las células Tregs CD4+CD25+FOXP3+ son células que
suprimen la proliferacién de las células T CD8+ efectoras.

En éste trabajo se evaludé la frecuencia de las células T reguladoras y efectoras en
pacientes con oftalmopatia de Graves y los datos obtenidos se correlacionaron con la
clasificacion clinica VISA.

En el estudio se incluyeron en total 24 pacientes. Se utilizaron como procedimientos base
de este estudio la tincion de Inmunofluorescencia de los Marcadores de la superficie
celular y la tinciéon de Inmunofluorescencia de Proteinas Intracelulares; los resultados de
las tinciones intracelulares se analizaron por Citometria de Flujo.

Durante el analisis llevado a cabo se sugirio que los cambios clinicos puedan estar
relacionados con la actividad y frecuencia de las células efectoras ademas de las citocinas
producidas por las mismas, sin embargo se requieren estudios funcionales para corroborar
los hallazgos.

Se puede concluir que existe una diferencia significativa entre las concentraciones de
Linfocitos T efectores entre los pacientes con y sin enfermedad de Graves, asi como una
diferencia significativa en las concentraciones de Linfocitos T reguladores entre los
pacientes con Orbitopatia activa e inactiva y los pacientes sin enfermedad de Graves;
ademas de existir una correlacion entre la clasificacidn clinica VISA y las concentraciones

de poblaciones linfocitarias.



ABSTRACT
Graves’ disease is an autoimmune system disorder produced by antibodies targeted

against the TSH receptor and it is consider the most frequent cause of endogenous
hyperthyroidism, it has its highest incidence between 20 and 40 years and is more
common among women.

Recently, it has been suggested that an imbalance between the effector and regulatory T
cells appears to be critical in the pathogenesis of Graves’ disease in the murine model.
Phenotypically, CD4+CD25+FOXP3+ Treg cells suppress the proliferation of the CD8+
effector T cells.

In this thesis it was evaluated the frequency of the effector and regulatory T cells on
patients with Graves’s ophthalmopathy, the data obtained were correlated with the VISA
clinical classification.

The study included 24 patients. The principal procedures utilized on this study were
Intracellular Immunofluorescence staining and Cellular Surface Inmunofluorescence
markers; the results of the intracellular staining were analyzed by Flow cytometry.

During the analysis it was suggested that clinical modifications may be related to the
activity and frequency of the effector cells as well as the cytokines that they produced;
nonetheless, more functional studies are needed in order to corroborate the findings.

It can be concluded that there is a significant difference between the concentrations of
the effector T lymphocytes between patients with Graves’ disease and without Graves’s
disease, as well a significant difference in the levels of regulatory T lymphocytes from
patients with active and with inactive orbitopathy and patients without Graves’ disease; in
addition it is present a correlation between the VISA clinical classification and

concentrations of lymphocyte populations.



INTRODUCCION

La enfermedad de Graves es una afectacion autoinmune o&rgano especifica con
manifestaciones multisistémicas, caracterizada por hiperplasia glandular difusa (bocio),
hiperfuncién glandular (tirotoxicosis), oftalmopatia y mixedema pretibial, se le denominé
asi en honor a Robert Graves, un médico Irlandés, quien fue el primero en describir esta

forma de hipertiroidismo, hace 150 afios aproximadamente.;

Fisiologia de la tiroides

Las células tirotrofas del I6bulo anterior de la hipdfisis liberan TSH (tirotropina) hacia la
circulacidon en respuesta a factores tréficos procedentes del hipotalamo. La TSH actua en
la tiroides, promoviendo que las células epiteliales de los foliculos capten el coloide
mediante pinocitosis (proceso bioldgico que permite a determinadas células y organismos
unicelulares obtener liquidos orgdnicos del exterior para ingresar nutrientes u otra
funcion) y conviertan la tiroglobulina en tiroxina (T4), y en cantidades menores de
triyodotironina (T3) (Figura. 1). Estas sustancias son liberadas a la circulacion sistémica
donde, se unen de manera reversible en su mayoria a proteinas plasmaticas circulantes,
entre las cuales se encuentra la globulina de unién a la tiroxina (TBG, thyroxine-binding
globuline), que las transportan hacia los tejidos periféricos. Las proteinas de unidn sirven
para mantener las concentraciones séricas de T3 y T4 libre dentro de los limites normales,
asi mismo aseguran la disponibilidad de las hormonas para los tejidos. Tanto T3 como T4
libres penetran a las células e interactuan con los receptores nucleares, lo cual produce un
cambio en la expresidn genética, finalmente se traduce en un aumento del catabolismo de
carbohidratos y lipidos asi como de una estimulacion de la sintesis de proteinas en una

amplia variedad de células. (Figura 1)
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Figura 1. Eje hipotalamo-hipdfisis-tiroideo
[SARTD-CHGUV Sesién de Formacion Continuada Valencia 18 de Junio de 2013]

La glandula tiroides es uno de los érganos con mas capacidad de respuesta del organismo
y se encuentra en un estado de adaptacién constante, por lo tanto los desérdenes de la
misma pueden conducir al desequilibrio de la respuesta a gran cantidad de estimulos, por
lo cual estas patologias son muy importantes,. Las enfermedades de la tiroides se pueden
considerar de tres tipos: en aquellas que se encuentran asociadas a la liberacién excesiva
de hormonas tiroideas (hipertiroidismo), las asociadas al déficit de hormonas tiroideas
(hipotiroidismo) y las lesiones tumorales de la tiroides. Una de éstas enfermedades es la
Enfermedad de Graves.

Enfermedad de Graves

La enfermedad de Graves es un trastorno autoinmunitario producido por autoanticuerpos
dirigidos contra el receptor TSH y es la causa mas frecuente de hipertiroidismo enddgeno.

(Figura 2).
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Figura 2. Autoanticuerpos presentes en la enfermedad tiroidea autoinmune.

[http://hgculiacan.com/bilblioteca%20medica/inmunologia/humorales.htm]

Se caracteriza por una triada de manifestaciones clinicas:

1. Hipertiroidismo, debido al aumento difuso e hiperfuncional de la tiroides.

2. Oftalmopatia infiltrante, que provoca exoftalmos.

3. Dermatopatia infiltrante localizada, a veces denominada mixedema pretibial, afectando
solo a algunos pacientes.

La enfermedad de Graves presenta su mdaxima incidencia entre los 20 y 40 anos; se
presenta mas frecuente en mujeres que en los varones, hasta siete veces mas. En su
patogenia son importantes los factores genéticos, se ha visto una mayor incidencia en
pacientes miembros de la misma familia.3

La enfermedad tiene una fuerte asociacion con los halotipos HLA-B8 Y HLA-DR3, aunque
no se conoce la forma en que estas asociaciones incrementan la susceptibilidad.

El estado hipermetabdlico que genera la elevacion de los niveles de T3 y T4 libres produce
las manifestaciones clinicas de la tirotoxicosis ademas de la hiperplasia difusa de la
tiroides, la oftalmopatia y la dermatopatia.4

Todos los casos se asocian a un aumento difuso del tamano de la tiroides, esto puede
acompafarse de incremento del flujo sanguineo por la gldndula hiperactiva. Asi mismo la

oftalmopatia infiltrativa se debe a una combinacidn de la hiperactividad que acompafia a



la tirotoxicosis y al depdsito de los componentes de la matriz extracelular detras del globo

ocular.

Orbitopatia tiroidea

La orbitopatia tiroidea se presenta en un 25 a 50% de los pacientes que padecen
enfermedad de Graves. Es mas frecuente en mujeres que en hombres y su edad de
aparicién mds comun esta entre los 20 y 50 afos de edad.

El mecanismo exacto por el cual existe enfermedad orbitaria es complejo ya que

participan una gran cantidad de mecanismos inmunoldgicos.,

Clasificacion Clinica de la Orbitopatia de Graves

Existen diferentes escalas de graduacion de actividad y severidad de la Orbitopatia de Graves,
lo cual ha sido util para homogeneizar criterios y estandarizar terapias.

La Tabla 1 muestra la escala de actividad mas utilizada, que es la CAS (Clinical Activity Score).s
Los pacientes que tienen un indice CAS > 3/7 en esta escala suponen una enfermedad ocular

activa.

Tabla 1 Evaluacidn de Actividad en Orbitopatia de Graves

Dolor retrobulbar espontaneo

Dolor en la mirada hacia arriba o abajo
Eritema palpebral

Eritema de conjuntiva

Edema palpebral

Inflamacién de la cardncula

Edema Conjuntival

La Tabla 2 muestra la clasificacién de severidad que se aplica en el consenso del Grupo
Europeo de Orbitopatia de Graves (EUGOGOQ)s. Ambas clasificaciones son de gran utilidad

para enfrentar el tratamiento.
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Tabla 2 Clasificacion de Severidad en Orbitopatia de Graves (OG)

Riesgo Visual en OG Pacientes con Neuropatia Optica distiroidea

y/o disrupcién corneal

OG Moderada a Severa Presenta uno o mas de los siguientes signos:
- Compromiso de tejido blando moderado o severo,
- Exoftalmos >3mm sobre el normal para raza y sexo
- Retraccidn palpebral >2mm

- Diplopia inconstante o constante

OG Leve Presenta uno o mads de los siguientes signos:
- Compromiso leve de tejido blando
- Exoftalmos <3 mm sobre el normal para raza y sexo

- Retraccidn palpebral <2mm

Finalmente la Tabla 3 muestra la clasificacién VISA;, la cual mide distintos parametros en
base a los datos de severidad y actividad de la enfermedad, siendo la clasificacién que se

tomard como referencia en esta investigacion.

Tabla 3. Clasificacién VISA de actividad y severidad
de la orbitopatia tiroidea

Vision Agudeza visual
Capacidad visual
Visién cromatica
Reflejos pupilares
Apariencia del nervio
Hay o no neuropatia
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Inflamacién Dolor en reposo o con
movimientos oculares
Edema

Hiperemia palpebral o
conjuntival

Quemosis

Dolor

Estrabismo Diplopia o no
Intermitente o constante
Limitaciones

Mediciéon de desviacidn

Apariencia Edema de parpado
Retraccién palpebral

Fat pockets, SCE
Resequedad o lagrimeo
Proptosis

Queratopatia por exposicién.

Inmunopatologia

Se puede perder la tolerancia a los antigenos propios presentados durante la etapa fetal,
llevando a reacciones inmunitarias que clinicamente se manifiestan como enfermedades
autoinmunes. Los mecanismos propuestos para la autoinmunidad incluyen mimetismo
molecular, modificaciones proteinicas anormales, liberaciéon de antigenos secuestrados y
difusidn de epitopos.s

La enfermedad de Graves es una enfermedad dérgano especifico caracterizado por
autoanticuerpos dirigidos contra tres diferentes antigenos tiroideos: la tiroglobulina (Tg),
la peroxidasa tiroidea (TPO) y el receptor de TSH (TSHR) ».

Estos anticuerpos pueden tener accidon activadora o bloqueadora del TSHR; cuando
predominan funcionalmente los de accion estimulante aumentan la sintesis de hormona
tiroidea, lo que da lugar a hipertiroidismo.

Aunado a esto, se ha encontrado un aumento de TSHR en las células grasas y fibroblastos

de la érbita, por lo tanto se sospecha que los anticuerpos anti TSHR se unen a su receptor

12



en fibroblastos orbitarios, los cuales pueden reaccionar de dos maneras diferentes segun
la subpoblacién que se vea afectada mayoritariamente, desarrolldndose un mayor
compromiso muscular o adiposo.g

Una vez activado el fibroblasto por la accidn de citocinas, secreta una gran cantidad de
glicosaminoglicanos, los cuales atraen agua por sus propiedades hidrofilicas y esto genera
un aumento de volumen importante en la matriz de las células de los musculos
extraoculares, sin afectar la miofibrilla, provocando el compromiso muscular. Sin embargo
si el fibroblasto activado es un pre adipocito, se desarrolla un proceso de adipogénesis con
aumento del tejido graso en la drbita. Ambos efectos, provocan un aumento en la presion
dentro de la d6rbita, por lo g disminuye el retorno venoso, provocando la proptosis y los
signos inflamatorios locales tales como quemosis y edema periorbitario. Por ser la drbita
una cavidad ésea inexpansible y presentar un aumento de los tejidos, se produce la
protrusidon del globo ocular, siendo esto en cierto modo beneficioso ya que evita la
compresion del nervio éptico. Aquellos pacientes que poseen un gran engrosamiento de
los musculos extra oculares y no presentan proptosis son mas proclives al compromiso
visual por compresion del nervio 6ptico.1011

La historia natural de esta enfermedad no es totalmente conocida, pero si se ha
observado un periodo de actividad inflamatoria inicial progresiva tras el cual la gran
mayoria de los pacientes mejoran siendo el tiempo de duracién de la fase activa entre 2 y
5 afios; posteriormente presentando cambios fibrosos y secuelas de la inflamacion.

Las células efectoras de memoria CD8+ tienen un papel en la defensa inmunitaria de
células infectadas por patégenos intracelulares y son un factor clave en la respuesta
inmune antitumoraly,, es posible que se activen mediante células dendriticas a través de
mecanismos que incluyan la transpresentacidon de antigenosis. Su funcidn protectora se
realiza a través de dos mecanismos basicos: citotoxicidad y contribucién a la produccién

de citocinas como IFNy, IL-2, IL-4, IL-5 e IL-10.45

La respuesta especifica de las células T CD8+ contra un patdgeno se inicia a través del
reconocimiento de antigenos presentados de modo adecuado por moléculas MHC | y

sefales derivadas de coestimulacién, sobre todo a través de CD40.14,15
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Linfocitos T

Los linfocitos T tienen una participacién importante en la activacion de los fibroblastos
orbitarios, que expresan CD40. Esta molécula se une a su ligando CD40L (CD154)
expresado en la superficie de los linfocitos T, lo que provee una coestimulacién a las
células T produciendo una expansion clonal de linfocitos y aumentado la produccién de
citocinas pro inflamatorias incluyendo a la IL1, IL6 y IL8. Estas citocinas activan la
expresion de PGE-2, hialuronana sintasa y UDP glucosa deshidrogenasa llevando a la
produccién de hialuronanay a la inflamacion. ¢

La fase inflamatoria de la enfermedad que es caracterizada por la infiltracion de células T
frecuentemente estd acompafiada de mastocitos, linfocitos B y macréfagos. En dichos
infiltrados orbitarios de forma temprana aparecen numerosas células T CD4+CD45R0+
activadas, las cuales producen citocinas y agentes quimiotdcticos que amplifican la
respuesta inmune.q7

La infiltracién es guiada por linfocitos T cooperadores CD4+ a las fibras musculares y la
grasa orbitaria, lo cual nos sugiere que el tejido conectivo es la principal diana de la
enfermedad autoinmune. 15

Se han descrito a las células Thl, Th2 o Thl7 en otros modelos de enfermedades
autoinmunes como las células infiltrantes ya que se comportan como células efectoras
modulando el proceso autoinmunitario.

Se ha reportado evidencia inmunohistoquimica de citocinas incluyendo al interferén
gamma (IFNy), Factor de necrosis tumoral alfa (TNFa) e IL1 como moléculas asociadas a la
infiltracion de células Thl. 17

Estas citocinas pueden ser producidas por células mononucleares infiltrantes y
fibroblastos residentes puesto que también han sido detectadas en areas desprovistas de

infiltracion mononuclears. Especificamente la IL 1 a es una citocina proinflamatoria
producida por monocitos, macréfagos y fibroblastos que juega un papel critico en la
promocion de inflamacion y de proteinas de la matriz extracelular 19.

El patréon predominante de las citocinas de Thl encontradas en la enfermedad activa

puede cambiarse por citocinas de Th2 como la IL4, IL5, e IL13 durante la fase estable de la

14



enfermedad ;. Este cambio altera el trafico de células inmunes promoviendo la fibrosis
tisular y la resolucién de la enfermedad.

Células T reguladoras y células efectoras (Treg vs Th17/CD57+)

El CD57+, también conocido como HNK-1 (Human Natural Killer-1),; es un marcador que
puede expresarse en algunas subpoblaciones de linfocitos T (Focosi). Se ha demostrado
que la pérdida de CD28 aumenta la expresién de CD57+ en células estimuladas por

respuestas inmunes en primates mas no en ratones.;; »3

La disminucidn de las células T reguladoras (Treg), acompafiada de un incremento de las
células T efectoras, puede resultar en enfermedades autoinmunes severas mientras,
inversamente, el aumento de Treg, estd asociado a remisidon de enfermedad.,4

Las células Treg confieren un papel importante en el balance de la respuesta inmune
manteniendo la tolerancia periférica a antigenos multiples incluyendo autoantigenos y
suprimiendo a las células T efectoras con fenotipo tanto Thl, Th2 y Th17.,s

Las células Treg, son células productoras de TGF-fundamentales: modula la proliferacién
celular, generalmente como supresor, y promueve el depdsito de matriz extracelular
promoviendo su sintesis e inhibiendo su degradacidn, ademas de ser inmunosupresor por
una gran variedad de mecanismos. Regula al sistema inmunitario por medio de las células
T reguladoras CD25+ estimulando su desarrollo al igual que el de las células Th17. Bloquea
la activacion de linfocitos y de monocitos derivados de fagocitos. Cualquier alteracidon que
afecte la seifalizacién de TGF- generara inflamacion, desérdenes autoinmunes, fibrosis,
cancer y cataratas.,g

Naturalmente las células T reguladoras CD4+CD25+ (Tregs) representan una poblacidon
linfocitaria mayor que participa en el control de las respuestas T autorreactivas vy el
mantenimiento de la tolerancia inmune.;,; En modelos de ratones las células Tregs
CD4+CD25+ forman una poblacion que representa del 1 al 10% de todas las células T CD4+
en sangre periférica; en los humanos, el 3 al 10% de las células T CD4+ circulantes son
Tregs.2 Fenotipicamente, las células Tregs CD4+CD25+ son FOXP3+, éstas células suprimen
la proliferacién de las células T CD4+ efectoras.s Recientemente, se ha propuesto que el

desequilibrio entre las células T efectoras y reguladoras parece ser crucial en la
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patogénesis de la enfermedad de Graves murina. En humanos se ha reconocido que las
células portadoras de CD57 son subconjuntos de células T diferenciadas terminales y las
células T (CD8+) que expresan la molécula CD57 actuan como células efectoras de
memoria.js

Existen cambios cuantitativos al incrementarse las poblaciones de células CD8+ y CD57+
en enfermedades autoinmunes crénicas como esclerosis multiple, DMI, enfermedad de
Graves (6), artritis reumatoide y espondilitis anquilosante; el incremento de estas células

muestra una actividad citotdxica muy alta.;;

Las células CD103+ se encuentran principalmente en tejidos no linfoides y estan
especializadas en la presentacién cruzada de antigenos asociados a células.,g

Se ha visto que ciertas células de CD4+/FOXP3- expresan CD103+ debido a actividades
regulatorias antiinflamatorias y de homeostasis. El CD103+ es un importante regulador de
respuesta inmune que comparte origenes y funciones con el CD8+, no obstante producen
diferentes citoquinas y quimiocinas; el CD103+ produce niveles mas altos de IL-1B, IL-6 e
IL-1 que favorecen la diferenciacién de Th17.3q

Por lo anterior en éste trabajo se evalué la frecuencia de las células T reguladoras y
efectoras en pacientes con oftalmopatia de Graves y los datos obtenidos se

correlacionaron con la clasificacién clinica VISA.

ANTECEDENTES

En un estudio preliminar, llevado a cabo en el Instituto de Oftalmologia “Conde de
Valenciana”, con los mismo grupos de estudio: grupo A con diagndstico de Orbitopatia de
Graves inactiva, grupo B con Orbitopatia de Graves activa sin tratamiento (AST), grupo C
con actividad con tratamiento (ACT), se encontré un cambio entre la frecuencia de
linfocitos T CD4+CD25+FOXP3+ y los linfocitos T CD8CD5715; sin embargo en éste estudio
preliminar la muestra de pacientes fue muy pequefia y no suficiente para generar

resultados estadisticamente significativos.
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Ademas de que no se logro asociar este desequilibrio con la actividad clinica, por lo que un
estudio con las caracteristicas planteadas en esta tesis podria ayudar para el mejor

conocimiento de la patogenia de esta enfermedad.
PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Se cree que los cambios entre la frecuencia de linfocitos T CD4+CD25+FOXP3+ vy los
linfocitos T CD8CD57 producen la etiopatogenia de ésta enfermedad; 6 por lo tanto se
podrian correlacionar los niveles de linfocitos T con la clasificacion de severidad vy

actividad.
HIPOTESIS

Existe un desequilibrio en los pacientes con orbitopatia tiroidea entre las células efectoras
(CD8+CD57+CD103+) y reguladoras (CD4+CD25+FOXP3+), asi mismo éste desequilibrio se
correlaciona con puntajes mas altos en la clasificacidon de VISA.

» Ho: No existe diferencia significativa entre las concentraciones de Linfocitos
(CD8+CD57+CD103+) vy Linfocitos T CD4+CD25+FOXP3+ entre los pacientes con
Orbitopatia tiroidea activa, inactiva y sanos.

» HA: Existe diferencia significativa entre las concentraciones de Linfocitos T
(CD8+CD57+CD103+) y Linfocitos T CD4+CD25+FOXP3+, entre los pacientes con
Orbitopatia tiroidea activa e inactiva.

» Ho: No existe correlacion con la clasificacion VISA y las concentraciones de
linfocitos T efectores y T reguladores entre los pacientes con Orbitopatia tiroidea
activa e inactiva.

» HA: Existe correlacidn con la clasificacion VISA y las concentraciones de linfocitos T
efectores y T reguladores entre los pacientes con Orbitopatia tiroidea activa e

inactiva.
JUSTIFICACION

Recientemente, se ha propuesto que existe un desequilibrio entre las células T efectoras y
reguladoras para la patogénesis de la enfermedad de Graves murina. Sin embargo esto no

se ha confirmado en humanos o en algun modelo de la enfermedad. Fenotipicamente, las
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células Tregs CD4+CD25+FOXP3+ son células que suprimen la proliferacion de las células T

CD8+ efectoras.

OBJETIVO GENERAL

Comparar los niveles de Linfocitos T CD8+CD57+CD103+ efectoras y las células T regs
CD4+CD25+FOXP3+ en pacientes con Orbitopatia tiroidea activa, inactiva y controles, asi

como su correlacion con la clasificacion VISA.

OBJETIVOS PARTICULARES

1) Reclutar pacientes voluntarios con Diagnostico de Enfermedad de Graves y Orbitopatia

Tiroidea

2) Obtener muestras de suero de pacientes voluntarios con Diagnostico de Enfermedad de

Graves y Orbitopatia Tiroidea activa o inactiva.

3) Determinar las concentraciones de las células efectoras (CD8+CD57+CD103+) y

reguladoras (CD4+CD25+FOXP3+) empleando citometria de flujo.

4) Correlacionar los niveles de las células efectoras (CD8+CD57+CD103+) y reguladoras

(CD4+CD25+FOXP3+) con la puntuacion obtenida en la clasificacion VISA.

5) Determinar mediante el andlisis estadistico de prueba ANNOVA las posibles

diferencias significativas entre los niveles de células T efectoras y reguladoras.

DISENO DEL ESTUDIO

Prospectivo, transversal y comparativo.
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CRITERIOS DE INCLUSION

» Pacientes con diagnodstico de Orbitopatia tiroidea por Graves, ya sea por perfil
tiroideo o por anticuerpos antitiroideos.
» Pacientes con o sin actividad inflamatoria.

> Controles sanos

CRITERIOS DE EXCLUSION

» Pacientes con conjuntivitis alérgica o infecciosa que puedan enmascarar algun cuadro
de actividad tiroidea.

» Pacientes con alguna otra enfermedad inflamatoria autoinmune.

» Pacientes con enfermedades crénico-degenerativas

» Pacientes con alguna otra enfermedad oftalmoldgica

CRITERIOS DE ELIMINACION

» Muestra insuficiente o condiciones relativas al procesamiento inadecuado de la

muestra (suero).

METODOLOGIA

Todos los materiales, reactivos y equipos usados en la presente fueron proporcionados
por el Departamento de Inmunologia del Instituto de Oftalmologia Conde de Valenciana.
Los estudios de diagndstico fueron realizados con cargo al paciente (ver Anexo 1)
TAMANO DE LA MUESTRA

Se incluyeron 10 pacientes por grupo de estudio. En total se incluyeron 30 pacientes en el
estudio. De acuerdo a los resultados obtenidos la muestra poblacional se podria ampliar
para incrementar la significancia estadistica del analisis.

CONSIDERACIONES ETICAS
A los pacientes que participaron en este estudio se les tomd muestra de suero ANEXO Il

(CONSENTIMIENTO INFORMADO) bajo consentimiento informado. Este estudio fue

realizado de acuerdo a las hormas de Declaracion de Helsinki.
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VARIABLES DEL ESTUDIO

Las variables independientes del estudio fueron el sexo y edad de los pacientes, la
agudeza visual misma que fue tomada con cartilla de Snellen con y sin estenopeico. Se
reporté en escala logMAR para los datos demograficos del estudio, ademds de
exoftalmometria de Hertel.

El puntaje total de la estadificacion del VISA: fue medido por un mismo especialista en
Orbitopatia distiroidea, y se realizd durante la primera visita.

La concentracién de Linfocitos efectores (CD8+CD57+CD103+) y reguladores

(CD4+CD25+FOXP3+): fueron obtenidos por Inmunofluorescencia y Citometria de flujo.

PACIENTES CON ORBITOPATIA DE GRAVES
A todos los pacientes con Orbitopatia de Graves (OG), con diagndstico confirmado por

estudio de laboratorio para enfermedad distiroidea como hormonas tiroideas y
anticuerpos antitiroideos, se les realizé una revisién oftalmoldgica completa, incluyendo
una agudeza visual, exploracién biomicroscépica, presiéon intraocular, gonioscopia,
fundoscopia bajo dilatacion en una lampara de hendidura, ademas de exoftalmometria de
Hertel, estrabograma y prueba de visién cromatica de Ishihara para su estadificaciéon y

clasificacién de VISAs para determinar el grado de actividad y severidad de la Orbitopatia.

En base a la primera exploracién se dividié a los pacientes en tres grupos: pacientes con
OG activa (Grupo A), pacientes con OG inactiva (Grupo B) que no hubieran tomado terapia
inmunosupresora o cualquier esteroide en un periodo de mdas de 6 meses de iniciado el
estudio y pacientes sin patologia ocular o sistémica (Grupo C). Cada grupo contd con

quince voluntarios informados.

A todos los pacientes que cumplieron los criterios de inclusidn se les solicité en forma libre
u voluntaria su participaciéon en el estudio, la cual se hizo oficial mediante la firma de un
Formato de Consentimiento Informado (Anexo 1). Posteriormente a todos los pacientes se

les tomé la muestra de sangre periférica necesaria para realizar el analisis de citometria de
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flujo e inmunofluorescencia y determinar la presencia de Linfocitos efectores
(CD8+CD57+CD103+) y reguladores (CD4+CD25+FOXP3+). Se analizaron los resultados de

todos los pacientes para encontrar el diferencial entre grupos.

ANTICUERPOS MONOCLONALES Y REACTIVOS:

Los anticuerpos monoclonales IgG de raton (mAbs) contra CD25 humano y los anticuerpos
monoclonales CD57 con isiotiocinato de fluoresceina etiquetados fueron comprados BD
PharMingen (San Diego, CA, USA). Los mAbs anti-CD8 PE-Cy5-etiquetados, y FITC-
etiquetado FOXP3 mAbs fueron obtenidos de e-Biosciences (San Jose, CA, USA).
Lymphoprep (Ficoll densidad 1.077) fueron obtenidos de Nycomed Pharma (Nyegaard,

Oslo, Norway).

CELULAS MONONUCLEARES DE SANGRE PERIFERICA. (PBMC)

La sangre periférica total heparinizada fue diluida 1:2 en PBS (Buffer salino fosfato), pH
7.2. PBMC fueron separados en un gradiente de densidad ficoll por centrifugacién a 1700
rom por 30 minutos a temperatura ambiente. Después de la centrifugacion, la interfase
celular fue recolectada, lavada dos veces y contada utilizando un hemocitémetro para

obtener la viabilidad por tincién de azul de tripano.s;

TINCION DE INMUNOFLUORESCENCIA DE LOS MARCADORES DE LA SUPERFICIE CELULAR
Se realiza doble o triple tincidn sobre las células PMN por inmunofluorescencia, utilizando
mAbs etiquetados con PE-Cy5 contra CD4 o CD8 humano y mAbs etiquetados FITC contra
anti-CD 57, o mAbs etiquetados con PE-Cy5 contra CD 25 humano.

Por corto periodo de tiempo se suspenden 2 x 10> células en 20 microlitros de PBS
suplementado con 0.2% de albumina sérica bovina y 0.2% de Acida Sédica (PBA), e
incubada con Anticuerpos monoclonales etiquetados con fluorocromo por 30 minutos a 4°
C. Posterior a la incubacion, las células fueron lavadas dos veces con PBA, fijadas en
formaldehido al 1% y analizadas por citometria de flujo. Las PBMC se tifileron con mAbs

contra CD4-PECy5 y CD25-PE y fueron fijadas con formaldehido al 4% en PBS por 10
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minutos a 4°C para ser procesadas por tincion de inmunofluorescencia de las proteinas

intracelulares.s;3

TINCION DE INMUNOFLUORESCENCIA DE PROTEINAS INTRACELULARES.

Después de fijar las células en forlmaldehido al 4%, se lavaron dos veces con PBS y se
permeabilizaron con buffer saponizado (0.1% saponina y 10% de BSA en PBS) agitando
suavemente por 10 minutos a temperatura ambiente. Posteriormente las células fueron
incubadas con mAbs etiquetados con FITC contra FOXP3 humano. En todos los casos se
utilizé controles de isotipo. Después de 30 minutos, las células fueron lavadas 2 veces con

PBS, fijadas nuevamente con folmaldehido al 1% y analizadas por citometria de flujo.

ANALISIS POR CITOMETRIA DE FLUJO

Se obtuvieron 5000 eventos utilizando un citometro de flujo FACScan (Becton Dickinson,
CA, USA) y analizados con BD CellQuest Pro software. Para analizar el marcador tefiido en
la superficie de las células, se trazé una puerta alrededor de la poblacién linfocitaria,
basada en sus propiedades fisicas (dispersiéon frontal y lateral) y una segunda puerta fue
trazada basada en la positividad de la fluorescencia de los anticuerpos unidos a CD4 o
CD8. Para analizar la tincién intracelular, una tercera puerta fue trazada en las CD4
marcadas basada en la positividad de la fluorescencia de CD25. Los datos son presentados
en histogramas y graficas de puntos en dos dimensiones. La tincion del fondo fue 1% y fue

sustraida de los valores experimentales.

ANALISIS ESTADISTICO

Los resultados se analizaron empleando la prueba de U Mann Whitney para detectar
diferencias significativas entre grupos. Se realizd una prueba de Spearman para
determinar el coeficiente de correlacidon entre variables analizadas. Se consideré una p <
0.05 como estadisticamente significativa. Todas las pruebas estadisticas fueron realizadas

con ayuda del Programa GRAPHPADPRISM 5.0.
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RESULTADOS

Pacientes reclutados

Se reclutaron un total de 30 pacientes, 10 pacientes por grupo, de los cuales se excluyeron
6 pacientes por alteraciones durante la toma de la muestra y procesamiento de los
resultados. Se incluyeron 9 pacientes en el grupo 1 de OG sin Actividad, 7 pacientes en el
grupo 2 de OG con Actividad y 8 pacientes en el grupo Control pareados por edad y sexo a
los otros dos grupos.

De los 24 pacientes, 87.5 % (n=21) fueron mujeres y 12.5 % (n=3) de los pacientes fueron
hombres, con un rango de edad de 14 a 71 anos, una media de 39 afios de edad. Los datos
demograficos se resumen en la Figura 3.
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B Hombres

B Mujeres

Sin Actividad Con Actividad Controles

Figura 3. Pacientes reclutados para el estudio de Orbitopatia de Graves.

Clasificacion VISA

De acuerdo a la clasificacidn VISA, en cada grupo, cada paciente obtuvo una calificacién segin
el grado de inflamacidn, presencia de estrabismo y/o restriccion muscular y apariencia.

El grupo 1 (Orbitopatia Sin actividad) tuvo una media de 1.8 con un intervalo de 0 a 3. El grupo
2 (Orbitopatia Con actividad) tuvo una media de 5.8 con un intervalo de 4 a 9. En el grupo 3
(Control), ningln paciente presentd datos de inflamacién o estrabismo. Estos datos se
muestran en la Figura 4.
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Figura 4. Puntaje de la Clasificacion VISA segun grupo de estudio.

Al realizar la comparacién entre la determinacién de linfocitos CD8+CD57+ en el grupo
control contra el grupo de Orbitopatia sin actividad se observd una diferencia
estadisticamente significativa con una p=0.002, sin embargo entre ambos grupos de
Orbitopatia no hubo una diferencia significativa, asi como tampoco la hubo entre el grupo
control y el grupo de Orbitopatia Activa. (Figura 5).
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Sin embargo no se encontraron diferencias entre los grupos en la poblacion de linfocitos
CD8+CD103+. (Figura 6)
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También se observo una diferencia significativa en la poblaciéon de linfocitos T CD4+CD57+
en el grupo control comparado con el grupo de Orbitopatia Sin Actividad (p=0.014) y una
diferencia a su vez significativa del grupo de Orbitopatia sin actividad contra el grupo con
Actividad (p=0.010) (Figura 7).
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Figura 7. Determinacion de linfocitos 15 J j__r

T CD4+CD57+, por citometria de flujo.
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En la determinacién de las poblaciones de Linfocitos T CD4+CD25+FOXP3+ no se
encontraron diferencias significativas entre los tres grupos. (Figura 8)
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Por ultimo, en la Figura 9 se muestra el analisis de la poblacién de linfocitos T CD57+, en el
cual para el grupo con actividad sin tratamiento se encontré un aumento significativo
(p=0.021) comparado con el grupo control, al igual que en el grupo de Orbitopatia sin
actividad comparado con el grupo control (p=0.0086).
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En la Tabla 4 se realiza la correlaciéon de la clasificacién VISA con las poblaciones de
Linfocitos T reguladores y Linfocitos T Efectores de Memoria.

Tabla 4. Correlacion del VISA vs Poblaciones Linfocitarias

Grupos VISA  CD4+ CD8+ CD57+ CD4+ CD8+ CD8+ CD4+ CD4+

(%) (%) CD25+ CD103+ CD57+ CD57+  CD25+
FOXP3+

sin 1.8 44.6 21.85 18.66 21.25 1.87 26.53 15.48 19.03

Actividad

Con 5.8 37.88 28.41 21.74 17.21 2.11 21.87 9.1 22.94

Actividad

Control 0 40.62 20.33 12.07 17.37 1.88 9.29 6.84 29.3

DISCUSION

La enfermedad de Graves es un padecimiento drgano-especifico en el que se presentan
diversos mecanismos que producen un desequilibrio inmunoldgico, entre las
manifestaciones de éste desequilibrio se encuentra la Orbitopatia.

Se han realizado cada vez mas estudios que relacionan a las células T reguladoras con ésta
patologia. Se sabe que las células T reguladoras CD4+CD25+ estan involucradas en el
control y modulacién de la tolerancia inmunoldgica del organismo, y que su disminucién o
alteracion funcional puede ser la causa primaria del desarrollo de enfermedades
autoinmunes 34. Asi mismo en modelos murinos se ha reportado que las células T
reguladoras CD4+CD25+ son capaces de transferir proteccidn contra enfermedades
autoinmunes drgano-especificas, suprimiendo la proliferaciéon de otras células T después
de la estimulacién policlonal in vitro por medio del contacto celular y la liberacién de
diversas citocinas 3s. También se ha reportado en modelo murino la presencia de un
desequilibrio entre las células T reguladoras y las células T efectoras en la enfermedad de
Graves ,g.

En un estudio previo realizado en el Instituto de Oftalmologia “Conde de Valenciana” se
encontré la presencia de un incremento significativo de produccién de TGF-b en pacientes

con Orbitopatia tiroidea activa clinicamente, dicha citocina es importante para favorecer
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o inhibir la diferenciacion de linfocitos Th17, por lo tanto sugieren que su aumento podria
explicar la actividad o no de la enfermedad 3.

En nuestro estudio, se corrobord primero que la relacién hombre: mujer de nuestra
muestra coincide con la literatura, en la que se destaca una mayor prevalencia de
enfermedades autoinmunes en el género femenino.

También, en nuestro estudio, no se observaron diferencias entre los grupos en las
poblaciones de linfocitos T CD4+CD25+ (reguladores), lo cual sugiere que no existe una
disminucion en la cantidad de éstas células, pero si puede haber una deplecién en la
funcién de las mismas, lo cual requiere de estudios funcionales para ser corroborado.
Tampoco se evidencié una diferencia entre los grupos de estudio en la poblaciéon de
linfocitos T efectores CD8+CD103+, sin embargo el analisis de linfocitos T CD57+,
demostré un aumento en ambos grupos con Orbitopatia tiroidea, ademas de que también
se presentd un aumento de linfocitos CD8+CD57+ en ambos grupos de Orbitopatia, lo cual
va de acuerdo con la afirmacién de que un mayor numero de células efectoras de
memoria propicien el desarrollo de un desequilibrio inmunolégico, sin embargo no se
relacionan con el grado de actividad puesto que entre éstos grupos no hubo una
diferencia entre dichas poblaciones.

Por lo tanto se sugiere que los cambios clinicos puedan estar relacionados con la actividad
y frecuencia de las células efectoras, ademas de las citocinas producidas por las mismas;
sin embargo, se requieren estudios funcionales para corroborar los hallazgos.

La poblacién de linfocitos T CD4+CD57+ Unicamente se mostrd incrementada en los
pacientes con Orbitopatia sin actividad, esto se traduce en un aumento de las células T
reguladoras en estos pacientes para poder compensar el desequilibrio inmunoldgico
presentado y al disminuir nuevamente esta poblacidn en los pacientes con la enfermedad
se manifestaria como actividad de la misma, lo que va de acuerdo a los resultados
obtenidos.

Al realizar la correlacidn clinica del puntaje obtenido en la clasificacién VISA en cada grupo
de estudio, podemos observar que a mayor puntaje en el VISA mayor porcentaje de

células T CD8+, mayor cantidad de células CD57+ y aunque no directamente proporcional
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si se correlaciona el grado de actividad con un menor porcentaje de Linfocitos CD4+. Asi
mismo se pudo corroborar que en los pacientes con enfermedad de Graves pero sin
actividad de la Orbitopatia, es decir un menor puntaje en el VISA, tuvieron un aumento de
las células T reguladoras CD4+CD25+ y CD4+CD57+, lo cual coincide con otros autores en
explicar que su deplecion pudiera correlacionarse con una presentacion clinica mas severa
y viceversa. En este trabajo se observd que las células CD4+CD25+FOXP3+ en ambos
grupos de pacientes con Orbitopatia se encontraban disminuidas independientemente del
valor en el VISA.

Existen diversos estudios que han comparado los pacientes con actividad de Orbitopatia
tiroidea bajo tratamiento esteroideo y pacientes sin tratamiento, encontrando un
incremento en las células CD4+CD57+ y CD25+FOXP3+ lo cual proponen se traduce en una

regulacién inmunoldgica posterior a la utilizacion de esteroides como la dexametasona .

Nuestros resultados proponen que las células CD4+CD57+ en éstos casos tengan una
funcidn de regulacion y las células T CD8+CD57+ una funcién bimodal, segun el estadio de
la enfermedad, ya sea como células efectoras en pacientes inactivos y células supresoras

en pacientes activos, como lo demostrado en estudios previos 5.

CONCLUSIONES

Como resultado de la investigacion realizada se presentan las siguientes conclusiones, las
cuales validan las Hipétesis planteadas al inicio:

» Existe una diferencia significativa entre las concentraciones de Linfocitos T
efectores entre los pacientes con y sin enfermedad de Graves, asi como una
diferencia significativa en las concentraciones de Linfocitos T reguladores entre los
pacientes con Orbitopatia activa e inactiva y los pacientes sin enfermedad de

Graves.
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» Existe una correlacidon entre la clasificacion clinica VISA y las concentraciones de
poblaciones linfocitarias puesto que: a mayor concentracion de linfocitos T CD8+ y
T CD57+, mayor puntaje en la clasificacion VISA y a mayor concentracion de
Linfocitos T CD4+CD25+ y CD4+CD57+ menor puntaje en la clasificacién VISA en los

pacientes con Orbitopatia de Graves.

ANEXO 1.

FINANCIAMIENTO DE LA INVESTIGACION

Los pacientes financiaron los estudios complementarios (Laboratorios) que se necesitaron
para llevar a cabo el diagnéstico de su patologia y el tratamiento (metilprednisolona) de
la misma, de la manera convencional en el protocolo del resto de los pacientes con

Orbitopatia de Graves.

Se solicitd ayuda financiera al departamento de inmunologia del Instituto de oftalmologia
Conde de Valenciana, para realizar el andlisis por inmunofluorescencia y citometria de
flujo para la determinaciéon de los linfocitos efectores y reguladores en sangre periférica

en los tres grupos del estudio.

DECLARACION DE CONFLICTO DE INTERESES DE LOS INVESTIGADORES

No existe ningun conflicto de interés por parte de ninguno de los investigadores, para la

realizacion de este estudio clinico, experimental.

Financiacion para reuniones y congresos, asistencia a cursos (inscripciones, bolsas de viajes, NO

alojamiento...)
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Honorarios como ponente (conferencias, cursos...) NO

Financiacion de programas educativos o cursos (contratacién de personal, alquiler deNO

instalaciones...)

Financiacion por participar en una investigacion NO
Consultoria para una compafiia farmacéutica/otras tecnologias NO
Accionista o con intereses comerciales en una compafiia (pa- tentes...) NO

Intereses econdmicos en una empresa privada relacionada con la salud (como propietario, NO
empleado, accionista, consulta privada...), que puede ser significativo en relacién a la autoria de la

guia

Conflictos de intereses de indole no econdmico que pueden ser significativos en relacién a laNO

autoria en la guia

Financiacion o ayudas econdmicas para la creacién de la unidad o servicio NO
Dotacidn significativa de material a la unidad o servicio NO
Contratacién o ayudas econdmicas para contratar personal en la unidad o servicio NO
Ayuda econdmica para la financiacién de una investigacién NO
Financiacion de programas educativos o cursos para la unidad NO
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ANEXO 2

CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA PARTICIPAR EN UN ESTUDIO DE INVESTIGACION
MEDICA*

Titulo del protocolo: Desbalance entre células efectoras de memoria (CD8+CD57+) y
células T reguladoras (CD 4+CD25+FOXP3) y su correlaciéon con la clasificacion VISA en
Orbitopatia de Graves en humanos.

Investigador Principal: Dra. Sandra Salazar Ramos, residente de tercer afio del Instituto de
Oftalmologia Fundacion Conde de Valenciana. Telefono: 5442- 1700, 044 55 3901 9660

Lugar donde se realizara el estudio: Instituto de Oftalmologia Conde de Valenciana

Nombre del paciente:

A usted se le estd invitando a participar en este estudio de investigacion médica. Antes de
decidir si participa o no, debe conocer y comprender cada uno de los siguientes
apartados. Este proceso se conoce como consentimiento informado. Siéntase con
absoluta libertad de preguntar sobre cualquier aspecto que le ayude a aclarar sus dudas al
respecto.

Una vez que haya comprendido el estudio y si usted desea participar, entonces se le
pedira que firme esta forma de consentimiento, del cual se le entregara una copia firmada
y fechada.

JUSTIFICACION DEL ESTUDIO.

Se realizara un estudio cientifico con la finalidad de saber la relacion del grado de
actividad y severidad clinica y las células linfocitos efectores y reguladores, asi como su
diferencia entre pacientes con y sin tratamiento, para la mejor comprension de la
patologia y su posible terapéutica.

OBJETIVO DEL ESTUDIO

A usted se le estd invitando a participar en un estudio de investigacion que tiene como
objetivos

Investigar la asociacion entre las células linfocitarias efectoras y reguladoras y la
enfermedad de Orbitopatia Tiroidea activa e inactiva y su modificacién posterior al
tratamiento antiinflamatorio esteroideo, ademas de la relacion con el estadio clinico de la
enfermedad.
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El objetivo se llevara a cabo con la recoleccién de una muestra de sangre periférica y su
posterior medicién en el laboratorio.

PROCEDIMIENTO DEL ESTUDIO

En caso de aceptar participar en el estudio se le realizaran algunas preguntas sobre usted,
sus habitos y Antecedentes médicos.

Se le solicitara un estudio de laboratorio, que es solicitado a todos los pacientes que
presentan Orbitopatia tiroidea, el cual pagard usted como lo realizan todos los pacientes
como parte de su diagndstico.

Posteriormente se le tomara una muestra de sangre periférica por personal calificado para
el analisis de la misma en el laboratorio en el departamento de inmunologia del Instituto
de Oftalmologia Conde de Valenciana, la cual no tendra ningun costo extra.

MOLESTIAS O RIESGOS ASOCIADOS CON EL ESTUDIO
Este estudio consta de las siguientes fases:

La primera fase: Revision oftalmoldgica en el departamento de oculoplastica, con la
realizacion de evaluacion clinica segun la clasificacién clinica de la enfermedad y
confirmacién del diagndstico de Orbitopatia de Graves.

Segunda fase: Se les realizara un andlisis celular de sangre para lo cual se tomard una
muestra de sangre periférica en el departamento de inmunologia del Conde de
Valenciana.

Puede haber efectos secundarios por la toma de la muestra como hematoma en el sitio
de la herida, dolor local, mareo, debilidad, entre otros.

En caso de que usted desarrolle algin efecto secundario a la toma de la muestra serd
tratado en el Instituto de Oftalmologia Conde de Valenciana.

BENEFICIOS QUE PUEDE OBTENER DEL ESTUDIO

En estudios realizados anteriormente por otros investigadores donde se ha observado que
existe una diferencia entre los linfocitos efectores y reguladores entre los pacientes sanos y
los pacientes con Orbitopatia de Graves, sin embargo no se ha hecho la correlacién clinica,
por lo tanto podria cambiar la comprension de ésta enfermedad, mejor conocimiento de la
patogenia y proponer nuevas formas de tratamiento.

Con este estudio conocera de manera clara si la actividad y severidad clinica se relaciona
con la actividad celular sanguinea en la Orbitopatia de Graves.
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Este estudio permitird que en un futuro otros pacientes puedan beneficiarse del
conocimiento obtenido del estudio celular y las opciones terapeuticas planteadas para la
patogenia.

ACLARACIONES:

Su decisiéon de participar en el estudio es completamente voluntaria

En el proceso del estudio usted podra solicitar informacion sobre cualquier
pregunta y/o aclaracién de cualquier duda acerca de los procedimientos riesgos y
beneficios. Si requiere ampliar informacién sobre su participacién en el estudio
puede comunicarse al Comité de Etica en Investigacidn, al teléfono 54421700 ext.
3212 con la Lic. Edith Romero Chavez

Si decide participar en el estudio puede retirarse en el momento que lo desee,
aun cuando el investigador responsable no se lo solicite, pudiendo manifestar o
no, las razones de su decisidn, la cual serd respetada en su integridad. Sin que
esto cree perjuicios para continuar su cuidado y tratamiento.

La informacidn obtenida en este estudio, utilizada para la identificaciéon de cada
paciente, serd mantenida con estricta confidencialidad por el grupo de
investigadores.

El investigador tiene la obligacidn de proporcionarle informacién actualizada sobre
los avances del estudio.

En caso de requerir informacién adicional

En caso de que usted desarrolle algun efecto adverso secundario no previsto,
tiene derecho a una indemnizacién, siempre que estos efectos sean consecuencia
de su participacion en el estudio.

No recibird pago por su participaciéon
No habra ninguna consecuencia desfavorable para usted, en caso de no aceptar la
invitacidn a participar en este estudio.

Si considera que no hay dudas ni preguntas acerca de su participacién, puede, si
asi lo desea, firmar la
Carta de Consentimiento Informado que forma parte de este documento.

CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO

Yo,

he leido y comprendido Ia
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informacion anterior y mis preguntas han sido respondidas de manera satisfactoria. He
sido informado y entiendo que los datos obtenidos en el estudio pueden ser publicado o

difundidos con fines cientificos.

Convengo en participar en este estudio de investigacion. Recibiré una copia firmada y

fechada de esta forma de consentimiento.

Firma del participante o del padre o tutor

Fecha:

Testigo 1
Nombre:
Parentesco:
Fecha:
Domicilio:
Testigo 2:
Nombre:
Parentesco:
Fecha:
Domicilio:
Esta parte debe ser completada por el investigador (o su representante):

He explicado al Sr (a). la

naturaleza y los propdsitos de la investigacidon; le he explicado acerca de los riesgos y
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beneficios que implica su participacion. He contestado a las preguntas en la medida de los

posible y he preguntado si tiene alguna duda.

Acepto que he leido y conozco la normatividad correspondiente para realizar investigacion

con seres humanos y me apego a ella.
Firma del investigador:

Fecha:
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