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RESUMEN:

Introducciéon: El Unico tratamiento efectivo para la enfermedad renal crénico terminal es el
trasplante renal, siendo la principal causa de disfuncion el rechazo activo. El estandar de oro para el
diagndstico es la biopsia renal, la cual implica un riesgo de complicaciones para su realizacion.
Investigaciones previas han estudiado la presencia o ausencia de IL 10 en injertos rechazados,
relacionados a nivel inmunopatologico asi como de otras interleucinas. Estudios en trasplantes
humanos muestran niveles elevados de IL-10 e INF- y en rechazo agudo y crénico. Objetivo:
Demostrar la Asociacion de los niveles elevados en orina de IL 10 e INF- y con la presencia de
rechazo activo. Material y Métodos: Se realizd un estudio observacional, analitico, transversal en
pacientes trasplantados a los 12 meses de seguimiento pos trasplante renal. A quienes se les realizo
biopsia de protocolo pos trasplante renal y determinacion en orina de IL-10 e INF- vy, categorizandose
la biopsia de acuerdo a la clasificacion de BANFF. Se consideraron como variables: Edad, IMC,
Género, tipo trasplante, No. Haplotipos, creatinina, funcion renal por MDRD, Clasificacion BANFF,
Niveles de IL-10 e INF- vy. Se realiz6 un analisis estadistico calculandose un tamafio de muestra de
25 pacientes, con un erro alfa 0.05%, obteniéndose medidas de tendencia central y determinando
asociacion entre Niveles de IL-10 e INF- y con la presencia de rechazo mediante el programa SPSS
21.0. Resultados No hay correlacion entre los niveles de IL-10 ¢ INF-y con la presencia de
inflamacién dentro del injerto. (p=0.389, 0.082 y r=0.015, 0.061 respectivamente) y los pacientes
con inflamacion presentaron con mayor frecuencia peor funcidon del injerto, lo cual ademas se vio
reflejado en la TFGe calculada por MDRD (p = 0.019) no por CKD-EPI (p =0.068) y Nankivell (p
= 0.073) en las cuales no alcanzé significancia estadistica. Conclusion: La medicion de estas
citoquina en orina puede utilizarse como un marcador del estado de inmunosupresion en el

seguimiento y monitoreo de los pacientes al afio pos trasplante renal.

PALABRAS CLAVE: Rechazo, injerto, Trasplante Renal, Biopsia, Interleucinas, Inflamacion.



INTRODUCCION:

Las citoquinas regulan una compleja red de interacciones celulares median la respuesta inmune en
el organo trasplantado. Son proteinas que intervienen en la diferenciacion y maduracion de las células
del sistema inmune, contribuyendo a la comunicacidon entre ellay en algunos casos, ejercen funciones

efectoras directas. [1]

Se ha descrito un gran ntimero de citocinas, que son sintetizadas localmente en respuesta a procesos
inflamatorios o infecciosos. [1,2] La determinaciéon de citocinas con fines diagndsticos,
especialmente de las interleucinas (IL) 6 y 8, se ha utilizado en el estudio de la patologia renal,
infecciosa o no [3.,4] tras conocer su produccion en el rifidn en respuesta a otras proteinas inductoras
de su sintesis. Asi, se han detectado elevaciones de las IL 6 y 8 en suero y orina de pacientes con
infeccion urinaria, lo que podria convertirlas en un marcador diagndstico til en la clinica afiadidos a
los medios habituales de diagnostico. [5,6] Especialmente importantes son las citocinas pro
inflamatorias tipo 1 principalmente, Interferon Gama, (INF-y) Interleucina 2 (IL-2) y CXCL-10, (
proteina inducida por INF-y); la IL-2 promueve la proliferacion y diferenciacion de células T mientras
que el IFN-y activa las células inmunitarias y la presentacion de antigenos por medio de la CXCL-
10, que es un potente factor quimiotactico de células inflamatorias y modula la expresion de
moléculas de adhesion, que se producen en grandes cantidades después de la infeccion y durante el
rechazo del injerto. [7,8] La produccion de IFN-y e IL-2 de células T implica tanto un estado
transcripcional como post-transcripcional con la regulacién, que sea capaz de detener

significativamente la produccion de citoquina [8]

Recientemente, varios inmunomediadores presentes en sangre periférica han sido detectados en la

orina de pacientes con nefritis lipica, pielonefritis en embarazo, asi como en ancianos con



infecciones urinarias (UTI), por lo que ya se han propuesto como marcadores tempranos de

enfermedad renal. [9,10]

Dado que la IL-10 es una citoquina Th2 primaria, su efecto en el contexto de un trasplante, requiere
de la contribucion simultanea de otras interleucinas, particularmente 1L-4. Asi dado que esta I1-10
no es una Th2 exclusiva, es importante determinar la regulacion diferente de esta y otras interleucinas

particularmente IL.-2 e INF-vy. [10,11]
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Fig. 1 Predominancia de la respuesta inmunolégica segiin IL-10 o INF- vy

Hay evidencia que ha demostrado la importancia de diferentes citoquinas en el rechazo renal agudo.
A su vez se han encontrado niveles elevados de 1L-2, IL-4, IL-10 e IFN- y en plasma y orina de
pacientes con rechazo. [10] Durante un episodio de rechazo se han detectado, niveles elevados de

IL-1, IL-2R e ICAM-1 en el infiltrado inflamatorio asi como en el tejido renal. [10,11]
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Fig. 2 Representacion de la respuesta efectora inmunolégica en injerto renal
(Immunosuppressive Drugs for Kidney Transplantation. Philip F. Halloran. N Engl J Med
2004; 351(26):2715-29)

Especificamente, el IFN- y es producido por las células T (Thl), Natural Killers y macrofagos.
Esta interleucina, regulan la actividad humoral e inducen la activacion de células C citotdxicas
responsables del rechazo del injerto. El hallazgo de que estas citoquinas pro inflamatorias se excretan
en orina y de que su presencia se correlaciona con el desarrollo de dafio renal, crea la idea de plantear
un método diagnodstico relativamente sencillo, facil y no invasivo y utilizable en la consulta de

seguimiento. [11, 12,13]

Hasta la fecha la determinacion de citoquinas en orina se asocia con estudios de investigacion mas
que como herramienta diagndstica. Principalmente, existen algunas discrepancias entre los autores
sobre cudl es la mejor citoquina como marcador de un rechazo inminente. [12,13] Cabe destacar
que la determinacion de citocinas en orina es demostrable de actividad inflamatoria a nivel renal.

[13,14]



Estudios en trasplantes humanos muestran niveles elevados de IL-10mRNA en rechazo agudo y
cronico, y niveles séricos muy elevados al momento del trasplante en todos los pacientes. Niveles
comparables se aprecian en injertos hepaticos de ratas trasplantadas tanto en caso de rechazo como
tolerancia. La inhibicion de la respuesta Th2 puede causar rechazo, el cual como ya se demostro, se
asocia con IL-4 asi como con citoquinas Th1, (IL-2 e INF- y) pese a la presencia de IL-10. [14]
Otras Investigaciones que han estudiado la presencia o ausencia de IL-10 en injertos rechazados, han
relacionado esta y otras interleucinas a nivel inmunopatoldégico, basandose en el hecho de que
muestras de injertos renales con rechazo refractario, presentan un infiltrado inflamatorio con altos
niveles de células secretoras de IL-10 sugiriendo que esta IL-10 no inhibe el rechazo. Estas células

aumentan la produccion de INF- v, la que puede ser regulada por IL-2 o IL-4 in vitro. [14,15]

Otra de las citocinas pro inflamatorias con potencial diagndstico es la proteina derivada del interferon
v 1P-10, ya que en otras publicaciones se demostré que la determinacion de la proteina IP-10,
(CXCL10) puede ser un marcador prometedor para este propdsito. De hecho, esta citosina puede
predecir la inflamacion aguda clinica del injerto. (e.g. rechazo, nefropatia por BK) [16] Asociandose
a que los niveles urinarios de esta correlacionan con la extension de la tubulitis subclinica en 2
cohortes independientes de pacientes. [16, 17] Una limitante de estos estudios es que incluyeron
grupos selectos de pacientes, por lo que el punto de corte de la determinacion urinaria de CXCL10

para predecir inflamacion clinico/subclinica no esta bien establecido. [16 ,17, 18]

Se ha afirmado que la CXCL10 urinaria es biomarcador de inflamacion tubulo intersticial,
independientemente de la etiologia, siendo las causas mas importantes el rechazo y la infeccion por

BK virus. [20,21]

Algunos investigadores en estudios previos publicaron evidencia que demuestra por primera vez la

aplicabilidad diagnostica de la CXCL10 en orina para la deteccion de inflamacion del injerto. La



sensibilidad y especificidad es baja en algunos de estos, [17,18] dandose un punto de corte de
1.535ng/mmol. Siendo mas especifico para el diagndstico un nivel de 2.586 ng/mmol. Otros autores,
encontraron que niveles elevados en orina de CXCL10 se asociaron con funcién inferior del injerto
aun en ausencia de rechazo clinico, sugiriendo por lo tanto a esta interleucina como marcador
prondstico mas alld de la histologia del injerto, requiriéndose de mas estudios para definir su papel

en los cambios limitrofes. [18,19]

Se sabe que los niveles de CXCL 10 en orina no reflejan directamente la inflamacion vascular, lo
que compagina con otros estudios sobre marcadores urinarios de rechazo donde el RNAm de
granzyma A/By de perforina se correlacionan poco con inflamacion vascular, (Banff II) comparado
con la tubulitis. (Banff la/b) [19, 20] Existe ya evidencia del diagnostico de rechazo por medio
determinacion en orina de Granzyma B y Perforina pero que sin embargo estan también presentes

cuando hay casi cualquier causa de disfuncion del injerto. [20]

Estudios previos multicéntricos han investigado el diagnostico del rechazo por medios no invasivo
mediante la determinacion de niveles de RNAm en orina de CD3, inhibidor de Proteasa, CD103,

CXC3, e interleucinas inflamatorias. (IL2, 4, 6,10) [21]

Fig. 3 Fotografia de un injerto con rechazo hiperagudo.
Se aprecia inflamacion del injerto



PLANTEAMIENTO DEL. PROBLEMA:

La enfermedad renal crénica terminal (ERC) es la 3era causa de enfermedad en la poblacion adulta
y la 10ma causa total de mortalidad en nuestro pais. Se estima una incidencia anual de pacientes con
insuficiencia renal cronica terminal (ERCT) es de 377 casos por millon de habitantes y se cuenta con
alrededor de 52,000 pacientes en terapias sustitutivas en nuestro pais, siendo potenciales candidatos

la mayoria de estos a un trasplante renal. [22]

Esta patologia, requiere de un tratamiento permanente sustitutivo de la funcion renal, ya sea la
dialisis, hemodialisis o el trasplante renal. Este ultimo es el tratamiento de eleccion para pacientes
con ERCT, pero el rechazo agudo es una de las principales causas disfuncion y dafio cronico del
injerto, siendo ya sabido que la creatinina sérica es el principal marcador tardio de dafio al injerto.

[23,24]

Actualmente el rechazo activo es diagnosticado por medio de biopsia del injerto. La biopsia es un
procedimiento invasivo, seguro, pero con cierto riesgo de sangrado y pérdida del injerto asi como de
error de muestreo y variabilidad de la interpretacion. Por lo que la necesidad de realizar biopsias

seriadas, podria ser peligroso para los receptores y tener un costo elevado para los mismos. [25]

El rechazo es la causa mas importante de pérdida del injerto en los pacientes trasplantados, ocurre
en el 10 al 30% de los pacientes dentro del primer afio pos trasplante. [25,26] En la mayoria de los
casos, existe tratamiento para el rechazo activo efectivo si se diagnostica este en su etapa inicial, por
lo que podria ser una ventaja el disponer de un método de diagnostico o escrutinio no invasivo
oportuno que diagnostique rechazo activo antes de que se altere la funcion renal y sea clinicamente
detectable permitiria reducir el dafio en el injerto asociado a rechazo y la categorizar la

inmunosupresion, en insuficiente o excesiva y minimizar los efectos de esta. [26,27]



Es bien reconocido que la persistencia del rechazo subclinico no tratado, se asocia con progresion a
dafio cronico e irreversible y deterioro de la funcidn del injerto, por lo que la deteccion oportuna es
importante para realizar una intervencion terapéutica a tiempo. [28,29] En particular la inflamacion

subclinica intersticial y tubulitis predice pobre prondstico del injerto. [29]

A la fecha, la creatinina sérica es ampliamente utilizada como la principal estrategia para monitorizar
el injerto renal. Cuando se deteriora de un 10 a 20% se debe descartar un rechazo, realizandose la
biopsia en muchos centros para determinar la causa de disfuncidon. Actualmente el estandar de oro es
la biopsia de protocolo, la cual hasta la fecha solo ha sido adoptada como rutina en algunos centros
de nuestro pais. [28,29, 30] La evidencia apoya el uso de biopsias de protocolo detectandose rechazo
agudo con funcion renal estable (rechazo subclinico) en un 3 al 5% de los injertos. [30] En muchos
centros actualmente, la biopsia de protocolo del injerto de los 4 a 12 meses ha sido asociada como

predictor de sobrevida del injerto. [30]

JUSTIFICACION:

La principal causa de pérdida del injerto renal en pacientes trasplantados es el rechazo activo. El
diagnostico de rechazo activo se realiza cuando ya hay disfuncion del injerto por dafio y se establece
por medio de la biopsia que es un método invasivo con riesgo de complicaciones y pérdida del injerto.
No existen en nuestro un pais métodos estandarizado para el diagnostico precoz de rechazo. Es el
primer estudio de este tipo en poblacion mexicana, (latina) la cual tiene un mayor riesgo de rechazo
que la caucasica, donde se han descrito estudios similares previos. El poder identificar la presencia
de inflamacion y de rechazo subclinico (antes de la disfuncion del injerto), mediante un método no
invasivo disminuiria los costos del seguimiento pos trasplante, y mejoraria la sobrevida del mismo.

Se determinard en orina por ser el sitio donde se encuentra la inflamacion o dafio a nivel local y sera
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IL-10 por ser de las principales citocinas reguladoras y de INF- y que ha demostrado ser mas

especifica en cuanto a inflamacion secundaria a rechazo celular.

PREGUNTA DE INVESTIGACION:

(Si se tienen niveles elevados en orina de Interleucina 10 e Interferon Gama serd mas frecuente la

presencia de inflamacién y por ende de rechazo en pacientes trasplantados renales?

HIPOTESIS:

Nula: Los niveles elevados en orina con pacientes trasplantados renales de IL-10 e Interferon y se

asocian con la presencia de inflamacion y rechazo corroborado por biopsia del injerto.

Alterna: Los niveles elevados en orina de IL-10 e Interferon y no se asocian con la presencia de

inflamacién y rechazo activo corroborado por biopsia del injerto.

OBJETIVO:

1. Demostrar la Asociacion de los niveles elevados en orina de IL 10 e Interferén gama con la
presencia de inflamacién y rechazo activo.

2. Verificar la factibilidad de la determinacion en orina de estos marcadores como método de
escrutinio en el seguimiento pos trasplante.

3. Medir las interleucinas en orina de los pacientes trasplantados renales al realizarse biopsia
renal.

4. Determinar si la técnica de medicidn de estas citocinas en orina es efectiva.
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METODOLOGIA :

Universo Estudio: Todos los pacientes pos trasplantados renales en este hospital con un afio minimo

de seguimiento, sin rechazos previos.

Criterios de Inclusion: Pacientes que conserven funcion del injerto al momento de la medicidn, sin

evento de rechazo en los 12 meses previos y sin contraindicacion para biopsia renal de protocolo. (T.

coagulacion, EGO) (realizandose como método de seguimiento de la unidad de trasplante renal o por

disfuncion del injerto sin evidencia de proceso infeccioso ni alteracion anatomica)

Criterios de Exclusion: Muestra insuficiente para determinacion en orina de marcadores, o biopsia no

diagndstica, o deseen salir del estudio.

DISENO ESTADISTICO:

Estudio observacional, analitico, transversal.

Tamano de la muestra calculado por diferencia de medias con nivel de confianza del 95%,
a2 colas y una potencia del 80%.

Se realizaron medidas de tendencia central, asi como pruebas para medir asociacion (Indice
f Cohen)

La presentacion resultados con graficas de cajas y bigotes, poligono de frecuencias
superpuestas, etc.

Variables: Tabla 1.

Calculo del tamafio de la muestra:

n = 2(ZatZb)2S2

d2

Za=1.96
Zb=0.842

d=6.7
S5=8.5

Intervalo confianza 95%
Error alfa 0.05
N = 25 pacientes
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El analisis estadistico se realizo con el programa SPSS 21.0 e incluye en primer lugar, un analisis
descriptivo de las distintas variables cuantitativas y cualitativas analizadas (rango e intervalo, media,
error estandar de la media, desviacion estandar, e intervalo de confianza de la media (con una
probabilidad del 95%). La comparacion de variables cuantitativas entre muestras independientes se
realizard mediante t Student una vez convertidas las variables a logaritmicas que no cumplieran con
distribucién normal. La correlacion entre variables cuantitativas se analizd mediante el test de
Pearson, en los que existia determinacion simultanea de varias interleucinas en orina.

En todos los casos se considerara una diferencia como significativa cuando la p sea menor de 0,05
(error alfa 5%). Para establecer el limite superior de normalidad de las dos citocinas estudiadas se

considerd el valor de la media mas 2 desviaciones estandar (95% de la poblacion).

VARIABLE UNIDAD VALORES Tipo de variable
Edad Aflos 15365 Cuantitativa discreta
Peso Kilos 40a 100 Cuantitativa continua
Sexo Tipo Mo F Cualitativa nominal
Talla cm 140 A 180 Cuantitativa discreta
IMC 15A 35 Cuantitativa discreta
Tiempo Postrasplante Meses 12 A 24 MESES Cuantitativa discreta
Tipo Trasplante DV O DC Cualitativa nominal
Induccion SIONO Cualitativa nominal
Cr Basal mg/dl 1A15 Cuantitativa continua
MRD basal mg/dl X 1.72m2 5a20 Cuantitativa continua
Cr Biopsia mg/dl 05a 15 Cuantitativa continua
MDRD biopsia mg/dl X 1.72m2 30a 100 Cuantitativa continua
Biopsia Renal BANF 2007 Rechazo Activo, crénico, humoral, Cualitativa nominal
celular
IL 10 en Orina Niveles 106 copias por microgramo Cuantitativa continua
Interferon alfa orina Niveles 106 copias por microgramo Cuantitativa continua

Tabla 1. Variables analizadas
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Al cumplir el afio de seguimiento, los pacientes que permanezcan con funcion renal, sin rechazos
activos previos durante ese lapso, y a los que se les realizara biopsia como parte de su seguimiento
al aflo, o con elevacion de creatinina mas del 30% de su basal, sin datos de infeccidn, o alteraciones
anatomicas, fueron invitados a participar en el estudio. Se les tomd una muestra de orina (aprox.
20ml) para examen general de orina y para determinacion almacenamiento a -20°C y posterior

determinacion de IL-10 e Interferon Gama. (Fig. 4)

Pacientes - .

Trasplantados con . ec azopevnoo

_ minimo 12 meses Infeccion Activa
~_seguimien

Figura 4. Diagrama de Flujo del desarrollo del Protocolo
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PROCEDIMIENTOS:

a) BIOPSIA RENAL

Se realiza como parte del seguimiento en el servicio de Trasplantes del Hospital General de México.
Previa autorizacion y firma del Consentimiento Informado propia al procedimiento. Sin evidencia
de infeccion y tiempos de coagulacion normal. Se realiza de manera percutanea, guiada en tiempo
real por medio de ultrasonido, con anestesia local, (Lidocaina al 10%), dandose un disparo, con Aguja
de 16 fr (BARD) con pistola marca MAGNUM (BARD) en el polo superior de la corteza renal. Se
ratifica la viabilidad de la muestra en ese instante por medio de microscopia de luz por un médico
Patdlogo, considerandose como satisfactoria la toma de muestra de por lo menos 10 glomérulos. Se
envia Un glomérulo para inmunofluorescencia y el resto a microscopia de luz. Se mantiene al
paciente en reposo absoluto por 6 horas con 1000ml sol. Fisioldgica 0.9%, furosemida 40mg, y

posterior egreso a su domicilio con reposo por 24hrs mas.

Fig. 5 Imagen representativa de la realizacion de Biopsia Renal
Percutanea Guiada por USG.
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b) REALIZACION DE PRUEBA DE ELISA:

Las muestras de orina se centrifugaron a 3000 rpm y posteriormente fueron congeladas a - 20° para

su almacenamiento y posterior proceso de determinacion de interleucinas.

Se utilizo el Multi-Analyte ELISArray Kits QIAGEN® (QIAGEN Group) el cual ademaés realiza la

determinacion simultanea por técnica de ELISA directo de IL2, IL4, ILS, IL6, IL 10, IL 12, IL 13, IL

17, INF y, TNF a, TGF b, GCSF.

Una vez descongeladas, se depositaron en tubos que contengan 20 ml de una solucion estabilizadora;

los tubos se centrifugaron a 3000 rpm, desechando el sobrenadante, el boton celular se lavo dos veces

con solucion amortiguadora de fosfatos (PBS). Una vez obtenido el boton celular, se realizo la

determinacion de IL-10 e Interferon Gama por medio de la técnica de ELISA en el Laboratorio de

Inmunologia de la unidad de Medicina experimental, de la facultad de medicina de la UNAM- HGM.

Fig. 6 (No se manejo6 informacion genética solo se determino interleucinas en orina por técnica de

ELISA)

Pasos generales de la prueba de ELISA.

1.

2.

8.

9.

Tapizado del pocillo con el antigeno o anticuerpo.

Adicioén de la muestra problema con la mezcla de antigenos o anticuerpos.

. Unidn del antigeno o anticuerpo especifico al anticuerpo o antigeno tapizado en el pocillo
. Lavado del pocillo para eliminar el exceso de antigeno o anticuerpo no unido

. Adicidn del anticuerpo secundario marcado con la enzima

. Unidn del anticuerpo secundario al antigeno o anticuerpo

. Lavado del pocillo para eliminar el exceso de enzima no unida

Adicidn del substrato

Uniodn del substrato a la enzima

10. Desarrollo del color y medicion por cromatografia.
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c) d)

Fig. 6 Método de Elisa. A) Toma de suero con micropipeta. B) Deposito de anticuerpos en los

pocitos. C) rejilla de suero de 6 pacientes con complejos Antigeno/Anticuerpo en distintas
diluciones. D) Lectura de las rejillas por cromatografia de luz.

Se analizd posteriormente si hay asociacion y el grado de correlacion de haberla entre los hallazgos
de acuerdo a la clasificacion de BANFF de las biopsias renales, (Fig. 7, 8) con los niveles de IL-10 e

Interferon Gama encontrados en las muestras de orina en los mismos pacientes.
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1. Normal

2. Cambios mediados por anticuerpos (puede coincidir con categorias 3,4, 5y 6)
Se basa en la demostracion de anticuerpos contra el donante, C4d y patologia del injerto
« Depésitos de C4d sin evidencia morfolégica de rechazo activo
C4dd+; presencia de anticuerpos contra el donante; ausencia de signos de rechazo agudo o cronico celular
o humoral (p. &}., g0, cg0, ptcO); no laminacion pic (<5 laminas en microscopio electronico); no NTA-like con
rminima inflamacion. Los casos con cambios borderline simultaneos se consideran indeterminados
* Rechazo agudo mediado por anticuerpos'
Cdd+,; presencia de anticuerpos antidonante circulantes y evidencia morfologica de dano tisular agudo,
como:

. NTA-like con minima inflamacion

Il. Inflamacion en capilares peritubulares yjo glomerulares (ptc/g >0) y/o trombosis

Hl. Inflamacion transmural arterial/necrosis fibrinocide v3
* Rechazo crénico activo mediado por anticuerpos’
C4d+; presencia de anticuerpos anti-donante circulantas y evidencia morfologica de dafo tisular crénico,
tales como dobles contornos en capliares glomerulares y/o multilaminacion de membrana basal de caplla-
res peritubulares y/o fibrosis intersticialfatrofia tubular yjo engrosamiento fibrointimal en arterias

3. Cambios borderline: -sospecha~ de rechazo agudo mediado por células T (puede coincidir con
categorias 2, 5y 6). Esta categoria se usa cuando no hay arteritis intimal, pero si hay focos de tubulitis
(11,12 0 13) con leve infiltracion intersticial (10 o 11) o inflitracion intersticial (12, 13) con leve tubulitis (11)

4. Rechazo agudo mediado por células T (puede coincidir con categorlas 2, 5y 6)
* Rechazo agudo mediado por células T o rechazo celular agudo
- IA. Casos con inflamacion intersticial significativa (> 25% del parénquima afectado, i2 0 i3) y focos de
tubulitis moderada (t2)
- IB. Casos con inflamacion intersticial significativa (>25% del parénquima afectado, i2 0 13) y focos de
tubulitis grave (13)
- lIA. Casos con arteritis intimal leve-moderada (v1)
- lIB. Casos con arteritis intimal grave que afecta a >25% del area luminal (v2)
- lll. Casos con arteritis <transmural- y/o cambios fibrinoides arteriales y necrosis de células de capa
media muscular con infiltrado inflamatorio linfocitico acompanante (v3)
* Rechazo crénico activo mediado por células T
«Vasculopatia cronica del injerto- (fibrosis de la Intima arterial con Infiltrado inflamatorio mononuclear en la
fibrosis; formacion de neolntima)

5. Fibrosis intersticial y atrofia tubular sin evidencia de ninguna etiologia especifica (puede incluir esclerosis
vascular y glomerular no especificas, pero la gravedad se gradia por los hallazgos tabulo-intersticiales)
Grado

I. Fibrosis intersticial leve y atrofia tubular (<25% del area cortical)

Il. Fibrosis intersticial moderada y atrofia tubular (26-50% del area cortical)

Il. Fibrosis intersticial grave y atrofia tubular (>50% del area cortical)

6. Otros: cambios no considerados secundarios a rechazo agudo y/o crénico (pueden Incluir lesiones
alsladas g, ¢g. o cv y coincidir con categorias 2,3, 4y 5)

! Sospachoso de rechazo mediado por anticuerpos si no se demuestran C4d (en presencia de anticuerpos)
o anticuerpos (con C4d+) en presencia de evidencia morfologica de dafo tisular,

Fig. 7 Clasificacién de BANFF 2007 Division de acuerdo a los hallazgos de la biopsia. Sis B,
Mengel M, Haas M et al. Banff'09 Meeting Report: Antibody Mediated Graft Deterioration
and Implementation of Banff Working Groups. Am J Transplant 2010; 10: 464-71
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Estructura | Lesion Definicion y grados
Intersticio Tubulitis * {O:ausencia calulas mononucleadas en tibulos
s t1: Focos con 1-4 células por seccion tubular (o por 10 células tubulares)
e 12 Focos con 5-10 células por seccion ubular (o por 10 células tubulares).
» t3 Focos con =10 células por seccidn tubular (o po 10 células tubulares) o
presencia de al menos 2 areas de destruccion de la basal tubular con i2/i3
y 12 en otros sitios de la blopsia.
Inflarmacion * i0: No hay o es trivial (=10% del parénquima no fibrosado).
| intersticial * i1: En el 10 a 25% del parénquima
calulas mono- = [2: En el 26 al 50% del parénguima
| nucleadas ® 3. En = del 50% del parenguima
Vasos [ Arteritis intimal | » vO: No hay arteritis
= v1: Arteritis intimal leve a moderada en al menos una arteria
e v2: Arteritis intimal severa con disminucion de suluz en al menos el 25%
e v3: Arteritis transmural y/o necrosis fibrinoide de la media con infiltrado
linfocitico.
Capilaritis *» ptcO: pte cortical no significativa o <10% de CPTs con inflamacion
petitubular * ptcl: = 10% PTCs can capilaritis, maximo 3-4 células inflamatorias en luz
® plc2: > 10% PTCs con capllaritis, maximo 5-10 celulas inflamatorias en luz
* ptc3: = 10% PTCs con capilaritis, maximo = 10 células inflamatorias en luz
Glomerulos | Glomerulitis e g0: No hay glomerulitis

* g1: Glomerulitis en menos del 25% de glomerulos
+ g2: Segmental o glehal en 25 a 75% de glomeérulos
= g3: Principalmente global en =75% de glomerulos

Fig.8. Clasificacion de BANFF 2007.Estructura, tipo de lesion y cuantificacion en grados o puntos. Sis
B, Mengel M, Haas M et al. Banff'09 Meeting Report: Antibody Mediated Graft Deterioration and

ASPECTOS ETICOS:

Implementation of Banff Working Groups. Am J Transplant 2010;10:464-71

LEY GENERAL DE SALUD:

Articulo 100.- La investigacion en seres humanos se desarrollara conforme a las siguientes bases

Articulo 101.- Quien realice investigacion en seres humanos en contravencion a lo dispuesto en esta

Ley y demas disposiciones aplicables, se hara acreedor de las sanciones correspondientes.

REGLAMENTO D ELA LEY GENERAL DE SALUD

e ARTICULO 13.-En toda investigacion en la que el ser humano sea sujeto de estudio, deberan

prevalecer el criterio del respeto a su dignidad y la proteccion de sus derechos y bienestar.
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e ARTICULO 16.- En las investigaciones en seres humanos se protegera la privacidad del
individuo sujeto de investigacion, identificandolo sélo cuando los resultados lo requieran y

éste lo autorice.

e ARTICULO 17.- Se considera como riesgo de la investigacién a la probabilidad de que el
sujeto de investigacion sufra algiin dafio como consecuencia inmediata o tardia del estudio.
Para efectos de este Reglamento, las investigaciones se clasifican en las siguientes categorias;
L.- Investigacion sin riesgo: Son estudios que emplean técnicas y métodos de investigacion
documental retrospectivos y aquéllos en los que no se realiza ninguna intervencidén o
modificacion intencionada en las variables fisiologicas, psicologicas y sociales de los
individuos que participan en el estudio, entre los que se consideran: cuestionarios, entrevistas,
revision de expedientes clinicos y otros, en los que no se le identifique ni se traten aspectos

sensitivos de su conducta.

RESULTADOS:

Caracteristicas Demograficas:

Se incluyo un total de 50 pacientes, 34 de estos (68%) de género masculino y 26 (32%) género
femenino, con una edad promedio de 31.7 + 9.9 afios, con un peso de 64.91 + 13.84 kg, una estatura
de 1.60 + 0.10mts y un indice de masa corporal (BMI) de 24.97 + 4.07. El tiempo pos trasplante
promedio fue de 20.38 + 11.73 de todos los pacientes incluidos, 39 de estos (78%) fueron de

trasplantes de donador vivo, y 11 (22%) de donador fallecido. Tabla 1, Fig. 9 y 10.



VARIABLES RESULTADOS
GENERO

Masculino 34(68%)
Femenino 16(32%)
Edad (afios) 31.74 +9.97
Peso (kg) 64.91 +13.84
Altura (mts) 1.60 +0.10
IMC* 2497 +4.07
TIPO DE TRASPLANTE

TRDV 39(78%)
TRDF 11(22%)
Tiempo desde el trasplante (meses) 20.38+11.73
INDUCCION

Basiliximab 37(74%)
Timoglobulina 13(26%)
TIPO DE INMUNOSUPRESION

CMP 15(30%)
TMP 34(68%)
SMP 1(2%)
NIVEL DE INMUNOSSUPRESION

Normal 11(22%)
Bajo 10(20%)

Alto 3(6%)

EGO™

Con proteinuria 14(28%)

Sin proteinuria 36(72%)
Creatinina (mg/dl) 1.81 +1.56
BUN (mg/dl) 21.51 +18.21
Urea (mg/dl) 51.73 £ 38.10
Albumina (g/dl) 4.25+0.35
MDRD (ml/min/1.73 m?) 55.27 +22.46
CKD- EPI (ml/min/1.73 m?) 67.68 +24.90
NANKIVELL (ml/min/1.73 m?) 58.58 +21.29
CK (mL/min/1.73 m?) 67.68 +24.90
NIVELES DE INTERLEUCINAS

IL 10 (pg/mL) 7.51+74
INF- y (pg/mL) 7.37+4.38
PUNTAIJE INFLAMACION 2.78 +2.84

Tabla 2. Caracteristicas Demograficas

*IMC, Indice de masa corporal. ** EGO, Examen General de Orina.
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Inflamacion vs Género

157 p=0.026

# Pacientes

MASC

GENERO
Fig. 9 Presencia de inflamacion en Biopsias renales segun el género

INFLAMACION

7 Tipo de Trasplante Vs Inflamacion M sin
BWcon

p=0.623

-
wn
1

# Pacientes

-
o
1

cadaverico vivo

Tipo de Trasplante
Fig. 10 Tipo de trasplante y presencia de inflamacion.
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Fig. 11 Niveles de ICN e Inflamacion.

Inflamacion vs Induccion

# Pacientes

INDUCCION
Fig. 12 Tipo de Induccion e inflamacion por Biopsia.
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INFLAMACION

Wsin
Beon

Proteinuria vs Inflamacion

# Pacientes

NORMAL PROTEUNURIA LEVE
EGO
Fig. 13. Presencia de proteinuria o no segin grado de inflamacion.

Interleucinas:

Como parte del Kit de ELISA, se realiz6 la determinacion simultdnea ademas de las Interleucinas del
estudio de las otras que incluia el kit y se realizd de la misma forma su cuantificaciéon por
cromatografia y expresion en unidades Log 10 para la realizacion de pruebas paramétricas. Tabla 3,

Fig. 14

CITOQUINAS| PROMEDIO / DE

LOGIL2 0.790 + 0.199
LOGIL4 0.676 £0.216
LOGIL5 0.726 + 0.247
LOGIL6 0.738 + 0.237
LOGIL10 0.763 +0.279
LOGIL12 0.723 £ 0.199
LOGIL13 0.757 +0.232
LOGIL17 0.766 + 0.263

LOG INF-y 0.808 +0.213
LOG TNFa 0.860 +0.222
LOG GCSF 0.848 +0.226
LOG TGFbl | 0.944 +0.148

Tabla 3. Log 10 de niveles de citoquinas en orina
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Fig. 14 Niveles de Citoquinas en pg/ml en los 50 pacientes (con y sin inflamacion)

Inmunosupresion.-

Con respecto al esquema de induccion esta fue en a base de Basiliximab (40mg dividido en 2 dosis)
en 37 (74%) y Timoglobulina (1.5mg/kg 3 dosis) en 13 (26%) de estos. El esquema de
inmunosupresion de mantenimiento fue alguno de los siguientes: Mofetil Micofenolato (500mg cada
8hrs) + Ciclosporina (100 a 150mg cada 12hrs) + Prednisona (5mg al dia) en 15 (30%), Tacrolimus
(2 a 4mg cada 12hrs) + Mofetil Micofenolato (500mg cada 8hrs) + Prednisona (5mg al dia) en 34
(68%) y 1 paciente (2%) con Sirolimus (2mg cada 12hrs) en lugar de inhibidor de calcineurinas. El
estado de inmunosupresion se clasifico conforme a los niveles de Inhibidor de calcineurinas de la
siguiente forma: (Normal niveles de 150 a 250 ng/ml de ciclosporina, o de 7 to 10 ng/ml de
tacrolimus). Inmunosupresion baja en 23 (46%) normal en 21 (42%) y alta en 6 (12%) pacientes.

Fig. 11, 12, 13
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Biopsia Renal.-

En lo referente a la Biopsia renal, en 26 pacientes (52%) mostr6 inflamacion en la biopsia y en 24
de estos (48%) no habia presencia de esta. La presencia de fibrosis en la Biopsia se reportd en 31
pacientes, (62%) rechazo agudo celular o humoral en 9(18%) y otros cambios inespecificos en 10;
(20%) No se encontrd diferencia estadisticamente significativa en cuanto a los niveles de IL-10 e
IFN-y por medio de ANOVA. (p=0.467 and p=0.063 respectivamente) Conforme a la clasificacion

de BANNF el puntaje promedio de inflamacion en la biopsia fue de 2.78+2.84.

Funcion Renal.-

Al evaluarse la funcion renal, la Creatinina promedio fue de 1.81+1.5 mg/dl, el BUN de
21.51+18.21, y la Urea de 51.73+38.10. La Tasa de Filtrado Glomerular estimada (TFGe) por
diferentes formulas fue: de 55.27422.46 ml/min por MDRD, 65.76+26.7 ml/min por CKD-EPI,

67.68+ 24.90 ml/min por Cockroff-Gault y de 58.58+21.29 ml/min por Nankivell. (Fig. 14, 15)

Al comparar las caracteristicas de ambos grupos (con y sin inflamacion) con respecto a las
caracteristicas demograficas, parametros bioquimicos, y niveles de citocinas medidos se muestran en

la tabla 4.

Existio diferencia estadisticamente significativa (p< 0.05) en lo que concierne a la Cr y TFGe por
las diferentes formulas. Como se puede apreciar en la tabla 2, no existieron interacciones
estadisticamente significativas entre el nivel de interleucinas y mas de un factor (como lo indica la
p> 0.2) por lo que no se procedid con el analisis multivariado. Cambios estadisticamente

significativos para todas las variables se aprecian en la tabla 4.
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BIOPSIA BIOPSIA Valor de
SIN CON p
INFLAMACION INFLAMACION
GENERO
Masculino 20(40%) 14(28%)
Femenino 4(8%) 12(25%) 0.026*
Edad 30.58 +9.82 32.81+10.19 0.436
Peso 65.10 + 13.04 64.73 + 14.81 0.927
Altura 1.62 + 0.852 1.59 + 0.11 0.313
IMC 24.54 + 3.61 2.23+2.08 0.476
TIPO TRASPLANTE
TRDV 18(36%) 21(42%)
TRDF 6(12%) 5(10%) 0.623
TIEMPO DESDE EL
TRASPLANTE 16.83 + 10.44 23.65+12.10 0.038*
INDUCCION
Basiliximab 17(34%) 20(40%)
Timoglobulina 7(14%) 6(12%) 0.624
TIPO INMUNOSUPRESION
CMP 7(14%) 8(16%)
TMP 17(34%) 17(34%)
SMP 0(0%) 1(2%) 0.610
NIVELES INMUNOSUPRESION
normal 11(22%) 10(20%)
bajo 10(20%) 13(26%)
alto 3(6%) 3(6%) 0.835
EGO
con proteinuria 19(38%) 17(34%)
sin 5(10%) 9(18%) 0.278
Creatinina (mg/dl) 1.34 + 0.33 2.23+2.08 0.040*
BUN (mg/dl) 16.25 + 9.20 26.37 + 22.83 0.045*
Urea (mg/dl) 41.70 + 22.47 60.98 + 46.85 0.073
Albumina (g/L) 441+0.28 410+0.34 0.001*
MDRD (ml/min/1.73 m2) 62.85 + 18.83 48.27 + 23.58 0.019*
CKD- EPI (ml/min/1.73 m2) 72.84 + 19.88 59.23 + 30.77 0.068
NANKIVELL (ml/min/1.73 m2) 64.15 + 17.42 53.45 + 23.49 0.073
NIVELES INTERLEUCINAS
IL 10(pg/ml) 0.79 + 0.27 0.73+0.28 0.435
INT vy (pg/ml) 0.82 + 0.17 0.79 + 0.24 0.610

Tabla 4. Comparacion de las Variables de acuerdo a la presencia o no de inflamacion por
Biopsia. * p <0.05.
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las diferentes formulas en los 2 grupos con y sin inflamacion.
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Log 10 Niveles IL-10
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Fig. 17 Niveles de a) IL-10 y b) INF vy segtin la presencia o no de inflamacion.
Se tomé como significativa p < 0.05.
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Fig. 18 Regresion lineal. a) Niveles Log IL 10 vs Puntaje de Inflamacién por BANFF.
b) Niveles Log INF v vs Puntaje de Inflamacion por BANFF.

DISCUSION:

Estudios previos demostraron por primera vez la aplicabilidad diagnéstica del IFN-y en orina para
la deteccion de inflamacién del injerto, mostrando que los niveles urinarios correlacionan con la

severidad de la tubulitis subclinica en 2 cohortes independientes de pacientes. [31, 32] Fig. 16, 17, 18

Una limitacién de estos estudios es que se incluyeron un grupo muy selecto de pacientes por lo que
el nivel de corte de los niveles urinarios de INF-y y la proteina CXCL10 para predecir la inflamacion

clinica /subclinica no esta bien establecido. [32,33]

La sensibilidad y especificidad es baja en algunos articulos previos, [32,33] dando un nivel de corte
de 1.535ng /mmol. Otros autores encontraron que niveles elevados urinarios de CXCL-10 (proteina

derivada del INF- y) estaban asociados con una pobre funcion del injerto atin en ausencia de rechazo
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clinico, sugiriendo por lo tanto que esta citoquina podia ser un mas alla de la biopsia renal, un
marcador pronoéstico, requiriéndose futuros estudios para definir su rol su papel en los cambios

limitrofes. [33]

Es sabido que los niveles de CXCL 10 en orina no reflejan de manera directa inflamacién vascular,

lo cual corrobora con otros estudios sobre marcadores urinarios de rechazo. [33, 34]

Los resultados muestran que no hay correlacion entre los niveles de IL-10 e INF-y con la presencia
de inflamacion dentro del injerto. (p= 0.389, 0.082 y r = 0.015, 0.061 respectivamente) Como era
de esperarse, si hubo diferencia entre los 2 grupos (con inflamacién y sin inflamacién) con respecto
a la Creatinina, BUN y Urea, (p = 0.40, 0.045 y 0.073 respectivamente) y los pacientes con
inflamacién presentaron con mayor frecuencia peor funcidon del injerto, lo cual fue ademas, se vio
reflejado en la TFGe calculada por MDRD (p =0.019) no por CKD-EPI (p =0.068) y Nankivell (p

=0.073) en las cuales no alcanz¢ significancia estadistica. Fig. 15, 16, 17

Ademas el tiempo pos trasplante fue estadisticamente significativo en aquellos que desarrollaron
inflamacién vs aquellos que no la presentaron, quiza debido a que se requiere un mayor tiempo pos

trasplante para que se perpetie esta de manera cronica en el injerto.

Al tratar de subdividir en grupos aquellos que presentaron rechazo active y los que no, tanto humoral
como celular, no existio diferencias significativas con respecto a estas interleucinas. (IL10 p = 0.95,
INF-y p = 0.1) aun que se ha sugerido que el incremento en IL-10, la “citosina anti-inflamatoria”,
afecta de manera positiva la sobrevida del injerto. [34,35] Los resultados sugieren que unos niveles
bajos de IL-10 e INF-y podrian funcionar de mayor manera como un indicador de la polarizacion
hacia la respuesta y citoquinas anti-inflamatorias y la actividad reguladora de células B, mas que la

expresion aislada de IL-10.
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Esto podria ayudar a explicar las inconsistencias entre los primeros articulos reportados referentes
a estas moléculas. [36] Este trabajo ofrece nuevas pistas tanto para el mecanismo de hipo-reactividad
donador-especifica como para la descripcion de la utilidad potencial de utilizar estas citosinas como

una importante herramienta inmunologica de monitoreo.

Cabe destacar que los niveles y el tipo de esquema de inmunosupresion no influencian la presencia
o ausencia de inflamacion, quiza porque en la mayoria de los pacientes la determinacion de los niveles

de inhibidor de calcineurinas (ICN) se encontr6 en rangos normales o altos.

Por lo que se requeriria de un estudio mas grande multicéntrico de estas 2 citoquinas para confirmar

y amplificar estos importantes hallazgos preliminares.

Los niveles urinarios de IL-10 e IFN- y no estuvieron correlacionados con el diagnostico de Fibrosis
Intersticial / Atrofia Tubular (Nefropatia cronica del injerto) como con la presencia de rechazo activo

o infeccidon como sugieren otros estudios. [37]

CONCLUSIONES:

El presente trabajo de investigacion demuestra que en los pacientes pos trasplantados renales con
una funcion renal estable (expresada por medio de la Tasa de filtrado Glomerular) se puede apreciar
las supresion en muchos de ellos, de los parametros inmunologicos como niveles elevados en orina
de IL-10 e IFN- vy, contribuyendo al estado de inmunosupresion y mantenimiento de la aceptacion

del injerto.

Por lo tanto se concluye que la medicion de estas citoquina en orina puede utilizarse como un
marcador del estado de inmunosupresion en el seguimiento y monitoreo de los pacientes al afio pos

trasplante renal.
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ANEXO 1

PLAN DE TRABAJO

ASOCIACION ENTRE NIVELES ELEVADOS EN ORINA DE INTERLEUCINA 10 E

INTERFERON vy CON LA PRESENCIA DE RECHAZO ACTIVO EN PACIENTES

TRASPLANTADOS RENALES
ACTIVIDAD FECHA LUGAR
Sesiones académicas 12 Febrero al 30 | HGM
Mayo 2014
Presentacion de protocolo 22 Abril 2014 HGM
Revision por el comité 7 Mayo 2014 HGM

Seleccion de pacientes

1 de Mayo 2014 al 31

HGM depto. Trasplantes

Diciembre 2015
Captura de Datos lde Julio 2014 al 31 HGM depto. Trasplantes
Diciembre 2015
Toma de muestras en orina y lde Julio 2014 al 31 | Laboratorio Inmunologia UME,
almacenamiento Diciembre 2015 UNAM-HGM

Realizacion de biopsias de los

1 de Julio 2014 al 31

HGM depto. Trasplantes

injertos Diciembre 2015

Determinacion de IL-10 e IP-10 en | 30 de Julio 2014 al Laboratorio Inmunologia UME,
en muestras orina 31 Diciembre 2015 UNAM-HGM

Clasificacion de las biopsias de | 1de Julio 2014 al 31 | HGM depto. anatomia
acuerdo BANFF. Diciembre 2015 patologica

Recoleccion y  andlisis  de

resultados

al 30 Diciembre 2015

HGM depto. Trasplantes
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CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA PARTICIPAR EN EL
PROTOCOLO DE INVESTIGACION CLINICA
Titulo del protocolo: ASOCIACION ENTRE NIVELES ELEVADOS EN ORINA DE
INTERLEUCINA 10 E INF-y CON LA PRESENCIA DE RECHAZO ACTIVO EN
PACIENTES TRASPLANTADOS RENALES

Investigador principal: Dr. Luis Garcia Covarrubias
Sede donde se realizara el estudio: Servicio de Trasplantes Unidad 304b
Nombre del paciente:

A usted se le esta invitando a participar en este estudio de investigacion médica. Este estudio
corresponde a una investigacion sin riesgos. 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 para 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, de la cual se le entregara una copia firmada y fechada.

Una de las principales causas por las que deja de funcionar adecuadamente un trasplante de rifién es
el rechazo, y desafortunadamente cuando el médico se da cuenta del mismo ya hay cierto dafio al
rifién, por lo que la idea es encontrar una herramienta que nos permita detectar que esta sucediendo
un rechazo antes de que se dafie el injerto. No hay estudios en México donde se midan estas moléculas
en la orina, y saldria a largo plazo menos costoso y mas facil.

Este Estudio tiene como objetivos: demostrar la utilidad de la medicion de estas moléculas en orina
y diagnosticar el rechazo antes de que ocurra dafio al rifidon.

En estudios realizados anteriormente por otros investigadores se ha observado que las moléculas de
IL-10 e INF-y se encuentran en concentraciones mas altas de lo normal en pacientes con dafio al
rindn, especialmente en caso de rechazo. Asi, con este estudio se tratara de observar si usted esta en
riesgo de presentar un rechazo antes de que haya dafio al rifién. Esta investigacion permitird que en
un futuro otros pacientes puedan beneficiarse del conocimiento obtenido de la medicion de estas
moléculas en orina y tratar de lograr una mayor vida util del rifion.

En caso de aceptar participar en el estudio se obtendra informacion de su expediente clinico, ademas
se le realizaran algunas preguntas sobre usted, sus habitos y sus antecedentes médicos, y se le tomara
una muestra de orina (5 ml) antes de la realizacion de la biopsia llevada a cabo como parte de su
consulta de seguimiento al cumplir por lo menos 12 meses de que fue trasplantado.

Su decision de participar en el estudio es completamente voluntaria, no habra ninguna consecuencia
desfavorable para usted, en caso de no aceptar la invitacion.
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CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA PARTICIPAR EN EL
PROTOCOLO DE INVESTIGACION CLINICA
Titulo del protocolo: ASOCIACION ENTRE NIVELES ELEVADOS EN ORINA DE
INTERLEUCINA 10 E INF- y CON LA PRESENCIA DE RECHAZO ACTIVO EN
PACIENTES TRASPLANTADOS RENALES

Si decide participar en el estudio puede retirarse en el momento que lo desee, aun cuando el
investigador responsable no se lo solicite, pudiendo informar o no, las razones de su decision, la cual
sera respetada en su integridad. No tendra que hacer gasto alguno durante el estudio, ni recibira pago
por su participacion, ademas en el transcurso del estudio usted podra solicitar informacion sobre el
mismo, al investigador responsable. La informacidn obtenida en este estudio, sera mantenida con
estricta confidencialidad por el grupo de investigadores.

Usted también tiene acceso a las Comisiones de Investigacion y Etica del Hospital General de México,
en caso de que tenga dudas sobre sus derechos como participante del estudio o dese retirarse del
mismo, puede comunicarse las 24hrs los 365 dias a través de:

Dra. Estela Garcia Elvira, presidente de la Comisién de Etica. Teléfono 27892000 ext. 1330

Dr. Luis Garcia Covarrubias. Celular: 044 5520831684.

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

Yo, he leido y comprendido la informacién anterior y
mis preguntas han sido respondidas de manera satisfactoria. He sido informado y entiendo que los
datos obtenidos en el estudio pueden ser publicados o difundidos con fines cientificos. Convengo en
participar en este estudio de investigacion. Recibiré una copia firmada y fechada de esta forma de
consentimiento.

Nombre y Firma del Paciente Direccion

Nombre y firma del 1er Testigo Lugar y Fecha Parentesco Direccion
Nombre y firma del ler Testigo Lugar y Fecha Parentesco Direccion

He explicado al Sr(a). La naturaleza y los propositos de la investigacion; le

he explicado acerca de los riesgos y beneficios que implica su participacion. He contestado a las
preguntas en la medida de lo 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
aella.

Nombre y Firma del Investigador Principal (Dr. Luis Garcia Covarrubias)
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