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RESUMEN

JUSTIFICACION

La oftalmopatia distiroidea (OD) es una manifestacion de la enfermedad sistémica
autoinmune que afecta la érbita, se asocia con proptésis desfigurante, retraccion del pdarpado,
dolor, inflamacién, edema periorbital, diplopia, queratitis, y, en algunos casos, ceguera.

El mecanismo preciso que asocia a la OD y a la enfermedad tiroidea no es claro. Se piensa
que la expresion del receptor para la Hormona Estimulante de Tiroides (Thyroid Stimulated
Hormone, TSH) en miocitos y adipocitos, y la presencia de el anticuerpo contra el receptor de TSH
(Thyroid Stimulated Hormone receptor Antibody, TSHrAb) pueden ser la causa de la afectacion
orbitaria, sin embargo, es discutido que sélo los TSHrAb sean causantes de la patologia. EI TSHrAb
estd presente hasta en 98% de los pacientes con OD sin tratamiento, no obstante los anticuerpos
anti-Tiroperoxidasa (Ab-TPO) y anti-Tiroglobulina (Ab-TG) también son detectables en gran parte
de los pacientes con OD y aunque no se han asociado a la presentacién ni a la severidad de la
enfermedad son parte del diagnéstico de OD.

Aunado a lo anterior, en tejido graso periorbitario de individuos con OD se ha encontrado
infiltrado de células T, este patrdn de reclutamiento celular comparte similitudes con lo que ocurre
en el tejido tiroideo. Existe un predominio de células T, en particular CD8+, que pueden ser
identificadas de forma temprana en la OD. Durante el curso de evolucién de la enfermedad
(temprano o tardio) podrian existir diferencias en los estados de activacién de las células T CD8+,
estas diferencias consiguen determinarse por marcadores de expresidn inmunofenotipicos como
es el CD69 y el CD57.

Hasta ahora, sélo se considera que la elevacién de las concentraciones de TSH y TSHrAb
esta relacionada con el dafio tisular y probablemente con la presentacién clinica, pero el dafio no
se explica en los casos donde estos indicadores no tienen alteraciones en su presencia y
concentraciones. Actualmente no existen reportes que correlacionen el perfil de activacion de las
células T CD8+ y las concentraciones séricas de Ab-TGO y Ab-TGP con el predominio de la
severidad de la afectacién palpebral o muscular en la OD.

HIPOTESIS
La presentacion clinica de los pacientes con OD depende del tipo de auto-anticuerpo (TSH,
TSHrAb, TGO y TGP) elevado y del perfil de activacion de las células T CD8+.

OBJETIVO GENERAL
Determinar si existe correlacién entre la presentacion clinica y la severidad de la
enfermedad con el perfil de activacién de células T CD8+ en pacientes con OD.

MATERIAL Y METODOS



Se realizara un analisis prospectivo de pacientes que son valorados por primera vez en la clinica de
tiroides del Instituto de Oftalmologia Conde de Valenciana y que tengan algun dato de actividad
de OD.

1.

ounkwnN

Confirmacion del diagndstico de OD, evaluacion oftalmoldgica y estatificacion de la actividad
por escala VISA, NO SPECS y CAS.

Determinacidn de los niveles séricos de TSH, T3 y T4 y de auto-anticuerpos tiroideos.
Determinacion del perfil de activacion de células T CD8+ por citometria de flujo.

Separacién de células T CD8+.

Cultivo y estimulacién de células T CD8+.

Evaluaciéon de la expresion de superficie de CD69 y CD57 e induccién del TSH-R en células T
CD8+.

ANALISIS DE RESULTADOS

El analisis estadistico se hara utilizando la prueba de ANNOVA, ademas se obtendran los valores de
media, moda y mediana para la determinacién de la severidad clinica y se usarad la prueba de
Spearman para correlacionar la positividad de los anticuerpos con la actividad de la enfermedad y
se tomara como significativa una p<0.05.



1. Introduccion

La oftalmopatia distiroidea (OD) en una manifestacion de la enfermedad inflamatoria
sistémica autoinmune que afecta la drbita. La OD se asocia con proptosis desfigurante, retraccién
del parpado, dolor, inflamacién, edema periorbital, diplopia, queratitis, y, en algunos casos,
ceguera. Se estima que ocurre en 25-50% de los pacientes con enfermedad de Graves, y hasta en
2% de los pacientes con tiroiditis cronica ocasionada por otras patologias.

La incidencia anual de la enfermedad es de 16 por cada 100,000 habitantes en mujeres y
2.9 por 100,000 habitantes, en hombres; tiene una prevalencia de 0.25%, aunque en diferentes
partes del mundo la prevalencia varia de 0.1 a 0.3%.3 La OD, en el 40-65% de los casos, ocasiona
compresion del nervio éptico, causando en inicio, disminucion de la agudeza visual y en estadios
posteriores, ceguera. ¢ El desarrollo de OD vy el inicio de hipertiroidismo son practicamente
simultaneos, ya que no hay diferencia de mas de 6 meses en la presentacion de OD y otros
sintomas de la Enfermedad de Graves. ° Esto contrasta al momento del diagndstico de la OD, ya
que, 80-90% ®’ de los pacientes presentan hipertiroidismo clinico asociado a Graves, 3.3% tiroiditis
de Hashimoto y 5.8% se encuentran eutiroideos, pero la incidencia de OD en pacientes que nunca
han sido hipertiroideos es variable y puede oscilar entre 2.5 al 34.3%, por lo que un perfil
hormonal dentro de limites normales no descarta esta patologia. ©

El involucro orbitario en la Enfermedad de Graves clinicamente consiste en la combinacion
de edema, retracciéon palpebral, alteraciéon en la movilidad ocular, proptosis y, en ocasiones,
compresién del nervio dptico; 4 la infiltracién celular en el tejido conectivo de la 6rbita & genera
agrandamiento de los de los musculos extra-oculares (MEO) y del tejido adiposo, > pero se
describe el predominio de una afectacién clinica sobre la otra, es decir, preponderancia del dafio
en MEO sobre tejido adiposo o viceversa. ° El mecanismo preciso que asocia a la OD y a la
enfermedad tiroidea no es claro. Se piensa que la expresion del receptor para la Hormona
Estimulante de Tiroides (Thyroid Stimulated Hormone, TSH) en miocitos y adipocitos, y la presencia
de el anticuerpo contra el receptor de TSH (Thyroid Stimulated Hormone receptor Antibody,
TSHrAb) pueden ser la causa de la afectacidn orbitaria, 1! sin embargo, es discutido que sélo los
TSHrAb sean causantes de la patologia; las concentraciones séricas de TSHrAb no siempre
correlacionan con las caracteristicas clinicas de la OD. 1213

Ademas de la elevada concentracién de TSH, la enfermedad distiroidea se caracteriza por
la presencia de auto-anticuerpos circulantes 2, el mas caracterizado de ellos es dirigido contra el
receptor de TSH. EI TSHrAb estd presente hasta en 98% de los pacientes con OD sin
tratamiento!** no obstante los anticuerpos anti-Tiroperoxidasa (Ab-TPO) y anti-Tiroglobulina (Ab-
TG) también son detectables en gran parte de los pacientes con OD 2y aunque no se han asociado
a la severidad ni la actividad de la enfermedad son parte del diagndstico de OD 2. Se han
encontrado diferencias en el perfil de concentracidn sérica de TSHrAb y Ab-TPO y Ab-TG entre los
pacientes con sintomas tiroideos y sintomas predominantemente orbitarios, en estos ultimos,
existe un aumento de TSHrAb y disminucidn de Ab-TPO y Ab-TG. Contrario a lo anterior, hay
reportes en donde los pacientes presentan retraccién palpebral, edema en la misma zona y en
musculos extra-oculares y aumento en la concentracién de Ab-TPO y Ab-TG, sin cambios en los
niveles de TSHrAb 5,

El proceso inflamatorio asociado a la OD que genera el dafio orbitario con sus respectivas
complicaciones y que se origina por la Enfermedad de Graves, incluye la participacidon de

5



poblaciones celulares como macréfagos, células B y T y fibroblastos, ademas de los diversos
mecanismos que resultan de la activacion de estas células *°.

Por ejemplo, para el caso de los fibroblastos orbitales se plantea que expresan una gran
variedad de receptores en la superficie celular, estos receptores incluyen a coldgena |, TSHR, Tg,
quimiocinas proinflamatorias como CXR4 y con un fenotipo CD45+CD34+ 7.

Aunado a lo anterior, en tejido graso periorbitario de individuos con OD se ha encontrado
infiltrado de células T8, este patrén de reclutamiento celular comparte similitudes con lo que
ocurre en el tejido tiroideo °. Existe un predominio de células T, en particular CD8+, que pueden
ser identificadas de forma temprana en la OD, ademads resulta interesante mencionar que en la
fase temprana de la enfermedad predomina la respuesta Thl, mientras que el fenotipo Th2
prevalece en etapas mas tardias 2°; durante el curso de evolucién de la enfermedad (temprano o
tardio) podrian existir diferencias en los estados de activacion de las células T CD8+, estas
diferencias consiguen determinarse por marcadores de expresiéon inmunofenotipicos como es el
CD69 y el CD57; CD69 reconocido para activacién temprana y CD57, activacion tardia?®>2%,

Esto corresponde con lo reportado en modelos murinos en donde una poblacién
especifica de células ha sido identificada y se ha asociado a la OD en la Enfermedad de Graves. Se
caracterizan como células T CD8+CD122+, su disminucién se relaciona con incremento en la
incidencia de hipertiroidismo. Ademds, también se ha reportado que la presencia de células T
CD8+CD57+, se ve implicada en la presentacidn clinica de la OD 2.

El proceso de remodelacién asociado con la migracion inducido por la activacion celular
puede resultar dependiente de la TSH, ya que esta hormona es capaz de estimular a células T
CD8+, las cuales sintetizan citocinas pro-inflamatorias como IL-6, TNF-2 e IP-10 capaces de inducir
migracion celular y por lo tanto, aumento del inflitrado inflamatorio en tejido conjuntivo. También
la TSH induce la activacién de células B que favorece la sintesis de TSHrAb que actldan en
fibroblastos para la acumulaciéon de proteoglicanos que se acumulan en el tejido muscular y
adiposo orbitario. Ademas la IP-10 sintetizada por células T CD8+ gracias a la accion de la TSH,
tiene efectos sinérgicos a los TSHrAb y en previos reportes se ha observado que la poblacién de
células T CD8+ puede participar en la severidad del dafio en la OD, las CD8+CD57+%, pero no se ha
comprobado la participacién de TSHrAb sobre la induccién de un fenotipo de activacién especifico
de células T CD8+ implicadas en el dafio relacionado con la OD.

En cuanto al diagndstico de la OD es importante el perfil de anticuerpos y los niveles de
hormonas circulantes, ademas de clasificar la enfermedad en cuanto a severidad y actividad. Se
han establecido escalas que estadifican los cambios oftalmoldgicos por severidad, como la escala
NO SPECS 23, ademds existe la escala de actividad clinica (Clinical Activity Score, CAS)* que
cuantifica los cambios en la severidad del proceso inflamatorio en el tejido periorbitario y en el
tejido conectivo adiposo, ademds de evaluar progresion; y la més reciente escala VISA %, que
incluye la evaluacién tanto de actividad como severidad y estadifica la enfermedad para poder
tomar decisiones de tratamiento.

Las afectaciones clinicas de la OD son documentadas mediante tomografia computada en
la cual se cuantifica el agrandamiento de los musculos extra-oculares, el aumento en el volumen
de la grasa orbitaria y la estasis venosa ocasionada por el aumento del contenido orbitario 2.

Hasta ahora, sélo se considera que la elevacion de las concentraciones de TSH y TSHrAb
esta relacionada con el dafio tisular y probablemente con la presentacién clinica !, pero el dafio
no se explica en los casos donde estos indicadores no tienen alteraciones en su presencia y
concentraciones. Actualmente no existen reportes que correlacionen el perfil de activacion de las
células T CD8+ y las concentraciones séricas de Ab-TGO y Ab-TGP con el predominio de la
severidad de la afectacién palpebral o muscular en la OD.



2. Pregunta de Investigacion
¢Existe correlacion clinica de la presentacién de la orbitopatia tiroidea con el tipo de
anticuerpo elevado y con el perfil de activacién de células T CD8+?

3. Justificacion.

Existe controversia en cuanto a la correlacion entre la severidad clinica de la
oftalmopatia tiroidea con los anticuerpos, en especifico con los anticuerpos estimulantes de TSH,
ademas, se tienen reportes en los que la afectacion es principalmente muscular lo cual no se
explica ni por los niveles de TSH ni por el mecanismo fisiopatolégico mds comun que es la
infiltracidn grasa debido a la activacidn de las células T CD8+ por los anticuerpos anti-TSH.

En la literatura se enfatiza la utilidad del TSHrAb para el diagndstico de la OD, pero no
existe mencidn de los otros anticuerpos en relacién con el inicio de la orbitopatia. En México,
como en el resto del mundo, el diagndstico se realiza con los hallazgos clinicos y tomograficos; la
concentracién sérica de TSH se toma con inferencia del dafo tisular y por lo tanto, de la
severidad clinica, sin embargo, no se ha estudiado la utilidad clinica de las concentraciones
séricas de los anticuerpos anti-TGO y anti-TP y la presencia de células T CD8+CD69+ y
CD8+CD57+ en esta patologia.

4. Hipotesis.
La presentacion clinica de los pacientes con OD depende del tipo de auto-anticuerpo (TSH,
TSHrAb, TGO y TGP) elevado y del perfil de activacion de las células T CD8+.

5. Objetivo General.
Determinar si existe correlacién entre la presentacion clinica y la severidad de la enfermedad
con el perfil de activacidon de células T CD8+ en pacientes con OD.

6. Objetivos especificos.

a. Evaluar la presentacion clinica prevalente al momento del diagndstico de la OD.

b. Determinar los niveles séricos de TSH, T3, T4, anti-TSH, anti-TSHrAb, anti-TG y anti-TPO

c. Determinar la presencia de poblaciones de células T CD8+CD69+ y CD8+CD57+ en sangre
periférica e inducida ex vivo por anticuerpos anti-TSHrAb y anti-TSH.

d. Evaluar la correlacion entre la actividad de la enfermedad, los niveles séricos de los
anticuerpos anti-TSH, anti-TSHrAb, anti-TG y anti-TPO y la presencia de células CD8+CD69+
y CD8+CD57+ en sangre periférica.

7. Diseiio del estudio:
Prospectivo, transversal y comparativo.



8. Material y Métodos:

Se realizara un analisis prospectivo de pacientes que son valorados por primera vez en la clinica
de tiroides del Instituto de Oftalmologia Conde de Valenciana y que tengan algun dato de
actividad de OD.

1. Confirmacién del diagndéstico de OD, evaluacién oftalmolégica y estatificacién de la
actividad por escala VISA, NO SPECS y CAS (ver anexo).

2. Determinacién de los niveles séricos de TSH, T3 y T4 y de auto-anticuerpos tiroideos:

Se obtendran 5mL de sangre periférica en un tubo Vacutainer SSTO (BD Systems),
posteriormente se centrifugaran a 300 x g por 6 minutos y se obtendra el sobrenadante para
la determinacién de anticuerpos séricos anti-TSH, anti-TGO, anti-TP, (ImmunoAssay System
COBAS e411 Elecsys® ROCHE) y anti-TSHr (Elisa kit MyBioSource, EUA).

3. Determinacion del perfil de activacion de células T CD8+ por citometria de flujo:

Se obtendrdn 10mL de sangre periférica en tubos Vacutainer K2E/K2 EDTA (BD Systems),
posteriormente en condiciones de esterilidad se tomardn 50BL para el marcaje con anticuerpos
monoclonales anti-CD8 FITC, anti-CD69 PE (BD Pharmingen, San José CA) y anti-CD57PerCP
(Abcam, UK), se incubaran en obscuridad durante 30 minutos a 4°C. Después de esto se lisaran
eritrocitos con 1mL de BD FACS Lysing solution (BD Biosciences, CA) por 10 minutos y se
centrifugaran a 300 x g por 5 minutos, se decantard el sobrenadante, se resuspenderd el pellet
y se agregaran 2mL de PBS 1X 0.5 Albimina-1% Azida de Sodio (Santacruz Biotechnology, EUA).
Nuevamente las células se centrifugaran a 300 x g por 5 minutos, se decantara el
sobrenadante, se resuspendera el pellet y se agregaran 2mL de PBS 1X +0.5 Albumina-1% Azida
de Sodio. Se procederd a su adquisicion y lectura por citometria de flujo en un FACS Verse (BD
Biosciences, CA), se compensara con CompBeads (BD, San José, CA.) sin marcar y marcadas con
los respectivos anticuerpos. El analisis de los datos se hard con el programa FACSuite (BD
Biosciences).

4. Separacion de células T CD8+:

En condiciones de esterilidad se aislaran células T CD8+ de sangre periférica por seleccion
negativa mediante RosetteSep™ CD8+ T Cell Enrichment Cocktail (StemCell Technologies, VA,
Canada). Para ello se agregaran 50BL del cocktail por 1mL de sangre y se incubaran por 20
minutos a temperatura ambiente, posteriormente se diluird la muestra con PBS 1X+2%SBF y se
mezclard gentilmente, después se decantara cuidadosamente la mezcla sobre Ficoll
(Lymphoprep, StemCell Technologies), se centrifugara a 1200 x g por 20 minutos y se obtendra
las células T CD8+ enriquecidas, se lavaran con PBS 1X+2%SBF y se centrifugaran a 300 x g por
10minutos, finalmente se eliminard el sobrenadante y se resuspendera el pellet.

La cantidad de células y su viabilidad se determinara por azul de tripano. La viabilidad de las
células en todos los experimentos debera de ser >90%. También se determinara la pureza de la
separacion por selecciéon negativa mediante citometria de flujo con anticuerpos monoclonales
anti-CD4, CD16, CD19, CD36, CD56, CD66, CD123 y TCREEE. El porcentaje de células CD8+
debera ser >95%.

5. Cultivo y estimulacion de células T CD8+:

Las células T CD8+ se sembraran en placas de 96 pozos a 37°C, 0, 95% y CO; 5% por duplicado
en la concentracién de 100 X 10° células/pozo. Se cultivaran por 12, 24 y 48 hrs. en medio
RPMI 1640 (Gibco, invitrogen, N.Y. USA) con penicilina-estreptomicina-anfotericina y L-



glutamina al 3%, mezclada en la ausencia y presencia del Anticuerpo-Anti-TSHR (Abcam, UK)
de 0.5, 1y 2mg/mL.

6. Deteccidn de citocinas en sobrenadante

Se determinara del sobrenadante de cada pozo la concentracion de Interferén-gamma (IFN-g),
IL-2, IL-4, IL-5, IL-17 e IP-10 por CBA (Cytometric Bead Array) con kits comerciales (BD, San José
CA, USA) siguiendo las instrucciones del manofacturador. Al final de procedimiento, los
resultados se leeran con el citbmetro FACSVerse (BD, San José, CA, USA). Los resultados se
expresaron en pg/mLy se analizaran con el programa FCAP Array 3.0.

7. Evaluacién de la expresion de superficie de CD69 y CD57 e induccién del TSH-R en células T
CD8+:

Las células T purificadas se recolectaran del cultivo, lavaran en PBS 1X +0.5 Albumina-1% Azida
de Sodio y posteriormente las células se marcaran con Anticuerpos anti-CD69PE, anti-
CD57PerCP (mouse monoclonal; Abcam, UK), anti-TSH-R (mouse monoclonalclonal; Abcam, UK)
y se incubaron por 1hr. A temperatura ambiente, posteriormente se adicionard el anticuerpo
secundario anti-mouse-APC (BioLegend), y se incubara por 30 minutos. La evaluacion de la
expresion de CD69, CD57 y TSH-R se realizara por citometria de flujo usando BD FACSVerse (BD
Biosciences, San José, CA), se compensara con CompBeads (BD, San José, CA.) sin marcar y
marcadas con los respectivos anticuerpos. El analisis de los datos se hara con el programa
FACSuite (BD Biosciences).

Todos los resultados obtenidos se registraran en una base de datos de Excel.

Poblacién a estudiar:
Pacientes que fueron valorados por primera vez en la clinica de tiroides y que tengan algun
dato de actividad de orbitopatia tiroidea.

Criterios de seleccidn:
A. Pacientes con datos de orbitopatia tiroidea de nuevo diagndstico con datos de actividad
en su primera visita a la clinica de tiroides del Instituto de Oftalmologia Conde de Valenciana.

Criterios de Inclusidn:

A. Pacientes de cualquier edad.

B. Con valoracion por el servicio de clinica de tiroides.

C. Que cuenten o requieran estudio de imagen (TC) como parte de su evaluacién
oftalmoldgica.

D. Que acepten participar en el estudio y firmen la hoja de consentimiento informado
(Apendice A)

Criterios de exclusion:

A. Pacientes previamente tratados de la enfermedad tiroidea ocular.
B. Pacientes sin datos de actividad.

C. Pacientes que no cumplan con los criterios de inclusion.

Criterios de eliminacién:
A. Pacientes que no estén de acuerdo en participar en protocolo.
B. Pacientes con alteraciones en biometria hematica




Grupo control
v" Se tomara grupo control pareado por edad y genero
v" Misma cantidad de pacientes que grupo en estudio

9. Variables a estudiar:

Edad y sexo

Clasificacién de NO SPECS (Apéndice B).

Predominio de afectacidn por tomografia

Escala de actividad por CAS (Apéndice C)

Escala de VISA (Apéndice D)

Anticuerpos antitiroideos
a. Anticuerpo antitiroglobulina
b. Anticuerpo antiperoxidasa / Anticuerpo antimicrosomal
c. Anticuerpo anti-TSH

G. Niveles de hormonas tiroideas

mmooOwr

Variable

Anticuerpos antitiroideos
Edad Y Sexo

NO SPECS

VISA

CAS

Hallazgos tomograficos

10. Analisis de resultados:

Cuantitativa
Cuantitativa / cualitativa
Cualitativa

Cualitativa

Cuantitativa
Cuantitativa

El analisis estadistico se hara utilizando la prueba de ANNOVA, ademas se obtendran los valores de
media, moda y mediana para la determinacién de la severidad clinica y se usard la prueba de
Spearman para correlacionar la positividad de los anticuerpos con la actividad de la enfermedad y
se tomara como significativa una p<0.05.
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10. Cronograma de actividades:

Mes Actividad
Junio-Septiembre 2014 Realizacion del marco teérico
Octubre 2014- Enero 2015 Se reclutaran pacientes de Ia

clinica de tiroides y se recabaran
los datos necesarios

Enero 2015 Se realizard el analisis de los
resultados 'y las  pruebas
estadisticas

y conclusiones

Febrero 2015- Marzo 2015 Se redactaran resultados, analisis| Se publicard en revista indexada

11. Consideraciones éticas:
Este estudio no tiene implicaciones de riesgo para el paciente ya se evaluara clinicamente y se
solicitaran estudios de laboratorio que son necesarios para su evaluacidon clinica y su
seguimiento, de la misma muestra de sangre es de donde se hard la prueba de estimulacion de
linfocitos T in vitro

12. Bioseguridad
Como parte del estudio se utilizara muestra de sangre del paciente. La cual serd tomada posterior
a la firma del consentimiento informado, con material estéril en el laboratorio del Instituto de
Oftalmologia Conde de Valenciana, se centrifugard y se manipulard la muestra de acuerdo a lo
descrito en material y métodos. El sobrante serd desechado junto con los desechos bioldgico-
infecciosos del hospital.

13. Financiamiento de la Investigacion.

Para la realizacion del estudio se requeriran los kits de elisa para el procesamiento de la muestra,
los cuales ya se encuentran disponibles en el laboratorio del Instituto de Oftalmologia Conde de
valenciana

14. Declaracidn de conflicto de intereses de los investigadores

No existe ningln interés comercial por parte de ninguno de los investigadores involucrados en el
estudio.
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15. Resultados

Se tuvieron 10 pacientes en el grupo control con promedio de edad , 8 femeninos y 2 masculinos
con promedio de edad de 41.2 afios (rango 27-62 afios), el nivel promedio de anti-TG fue de
36.22 (rango de 15.75 a 103.4), el promedio de anti-TPO de 35.25 (rango de 11.92 a 97.89), el
nivel promedio de TSH fue de 3.29 (rango de 0.007 a 16.5), el de T3 de 1.13 (rango de 0.27 a
1.53 y el promedio de T4 de 8.55 (rango de 4.12 a 10.72). A uno de estos pacientes se le hizo
diagnostico de hipotiroidismo secundario a autoinmunidad y se comenz6 el tratamiento apropiado.

Se tuvieron 8 pacientes en el grupo de oftalmopatia sin datos de actividad, 6 de ellos mujeres, 2
hombres, el promedio de edad fue de 34.1 afios (rango 14 a 58), el tiempo de evolucion de la
enfermedad fue de 8.9 afios en promedio (rango de 0.8 a 29 afios), el nivel de anti-TG promedio
fue de 111.69 (rango de 17.34 a 488), nivel de anti-TPO de 141.8 (rango de 13 a 517.4), el nivel
de TSH fue de 3.3 (rango 0.005 a 13.18), el nivel de T3 1.19 (rango de 0.942 a 1.5), el nivel de
T4 de 10.88 (rango de 8.43 a 13.58), en escala de visa ninguno tuvo alteracién en la visién, el
promedio del puntaje de inflamacion fue de 2 y 3 pacientes con datos de alteraciones en movilidad
ocular, en cuanto a apariencia lo mas comun fue una oftalmopatia leve y el promedio de actividad
por CAS es de 2, la presentacion mas frecuente por NO SPECS es de proptosis (clasificacion 2),
solo un paciente contaba con tomografia en la cual habia aumento en el componente graso.

En el grupo de oftalmopatia tiroidea con datos de actividad se tuvieron a 11 pacientes, 2 de sexo
masculino y 9 de sexo femenino, el promedio de edad fue de 51.27 afos (rango de 27 a 64 afios),
tiempo promedio de evolucidn de 4 afios (rango 0.2 a 18 afios), nivel de anti-TG de 29.15 (rango
12.26 a 110.2), promedio anti-TPO 89.84 (rango 6.41 a 600), nivel TSH 9.04 (rango 0.005 a 58.26),
nivel T3 1.47 (rango 0.565 a 3.37), nivel T4 10.44 (rango 4.91 a 20.59. Solo un paciente con
alteracion de la visién en la escala de VISA, el puntaje promedio de inflamacién fue de 5 siendo el
minimo de 3 y el maximo de 5. El promedio de actividad de estrabismo fue de 2.3 con 3 pacientes
sin mostrar datos de actividad y 6 de ellos con actividad minima de 2 y mdxima de 6 puntos; la
apariencia mas comun en estos pacientes fue el dafio moderado. El puntaje por CAS fue de 3.3 en
promedio con minimo de 3 y ninguno mayor de 4 puntos. La clasificacion mas comun en NO SPECS
fue el 4 que corresponde a la alteracion en los movimientos oculares. 4 pacientes tenian
engrosamiento muscular corroborado por tomografia y dos de ellos con aumento de volumen
graso corroborado por tomografia, solo uno de ellos tenia ambos componentes. 7 pacientes de
este grupo estaban con medicamentos para el control tiroideo, 3 de ellos con levotiroxinay 5 de
ellos con antitiroideos, 2 de ellos habian recibido inmunosupresidn, 1 de ellos por activacién de la
enfermedad y otro de ellos por datos de esclerodermia asociada.

16. Discusion
La edad entre el grupo control y el grupo de oftalmopatia con actividad es parecida, sin embargo,

la edad de los pacientes del grupo de oftalmopatia sin actividad es menor, existe una marcada
predominancia del sexo femenino en los tres grupos. El tiempo de evolucion de la oftalmopatia es
significativamente menor en el grupo con actividad. Los niveles de anticuerpos se encuentran mas
elevados en los pacientes con oftalmopatia dato que es esperable, sin embargo se encuentran
aumentados en mayor proporcién en el grupo sin datos de actividad que en el grupo con actividad
clinica. El nivel de TSH es significativamente mayor en el grupo de pacientes con oftalmopatia
tiroidea y datos de actividad que en los otros dos grupos. No hubo diferencia entre los niveles de
T3y T4 en los 3 grupos. Los datos de inflamacidn y de actividad en estrabismo fueron
significativamente mayor en el grupo con actividad, asi como la puntuacién por CAS. Dentro de la
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clasificacion de No SPECS fue mas comun la alteracidn en la movilidad ocular en los pacientes con
actividad y la proptosis en los pacientes con oftalmopatia sin actividad.

17. Conclusién
La oftalmopatia tiroidea es una enfermedad mds comin en mujeres de edad media, que se puede
tener una amplia variedad de presentaciones clinicas y alteraciones oculares tanto de superficie
como alteraciones que pudieran afectar la visidn. Los niveles de anticuerpos anti.TP y anti-TGO
estan significativamente aumentados en estos pacientes debido a la etiologia autoinmune de la
enfermedad y cuando se presenta con actividad es mas comun la afeccién a musculos extra-
oculares, mientras que en pacientes inactivos aumenta la grasa periorbitaria.

18. Apéndices

Carta de consentimiento informado
Clasificacién NO SPECS

Clasificacién CAS

Clasificacién VISA

Tabla de base de datos

mooOw>»
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APENDICE A.
CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA PARTICIPAR EN UN ESTUDIO DE INVESTIGACION
MEDICA*

Titulo del protocolo: DETERMINACION DE LAS CONCENTRACIONES SERICAS DE
AUTOANTICUERPOS TIROIDEOS Y PERFIL DE ACTIVACION DE CELULAS T CD8+ DE PACIENTES CON
OFTALMOPATIA DISTIROIDEA EN FASE ACTIVA

Investigador Principal: Dra. Karen Janeth Arriozola Rodriguez, residente de segundo afio del
Instituto de Oftalmologia Fundacién Conde de Valenciana. Telefono: 811 077 9209

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 investigacién médica. Antes de decidir
si participa o no, debe conocery 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 pedird que
firme esta forma de consentimiento, del cual se le entregara una copia firmada y fechada.
JUSTIFICACION DEL ESTUDIO.

Se realizard un estudio cientifico con la finalidad de saber la correlacidn del perfil de
autoinmunidad con el tipo de presentacién clinica, ya que existen diferentes tejidos oculares que
se afectan en la orbitopatia distiroidea, algunas de las cuales no se han podido relacionar con el
mecanismo fisiopatoldgico mas comun de la misma, ademds de diferenciar in vitro en las muestras
de sangre en los pacientes con sintomatologia a una subpoblacion de linfocitos T que se cree que
son los responsables de la casacada inflamatoria.

OBIJETIVO DEL ESTUDIO

A usted se le esta invitando a participar en un estudio de investigacién que tiene como objetivos.
Determinar la correlacidn que existe entre la presentacién clinica y el perfil de autoinmunidad en
pacientes con orbitopatia tiroidea y estimular con anticuerpos anti-TSH la subpoblacién de
linfocitos responsables del cuadro fisiopatoldgico..

El objetivo se llevard a cabo con la recoleccién de una muestra de sangre periférica y su posterior
medicidn 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 imagen (tomografia computada), 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
anadlisis de la misma en el laboratorio en el departamento de inmunologia del Instituto de
Oftalmologia Conde de Valenciana, la cual no tendra ningln costo extra.

MOLESTIAS O RIESGOS ASOCIADOS CON EL ESTUDIO

Este estudio consta de las siguientes fases:

La primera fase: Revisidon oftalmoldgica en el departamento de clinica de tiroides, con la
realizacion de evaluacidn clinica segun la clasificacion clinica de la enfermedad y confirmacion
del diagnéstico de Orbitopatia de Graves.
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Segunda fase: Se les realizara un analisis 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 sera tratado en el
Instituto de Oftalmologia Conde de Valenciana.

BENEFICIOS QUE PUEDE OBTENER DEL ESTUDIO

En estudios realizados anteriormente por otros investigadores se ha relacionado especificamente el
anticuerppo anti-TSH sin dar demasiada importancia a los otros dos anticuerpos que pueden estar
elevados durante la enfermedad ni correlacionarnos con el cuadro clinico en pacientes con
Orbitopatia de Graves, por lo tanto podria cambiar la comprensién de ésta enfermedad, mejor
conocimiento de la patogenia y proponer nuevas formas de tratamiento.

Con este estudio conocerd de manera clara el cuadro clinico se relaciona con el perfil de
autoinmunidad en la Orbitopatia de Graves.

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:
e Sudecisidn de participar en el estudio es completamente voluntaria

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

e 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 decisién, la cual sera respetada en su integridad. Sin que esto cree
perjuicios para continuar su cuidado y tratamiento.

e Lainformacidn obtenida en este estudio, utilizada para la identificacion de cada paciente,
sera mantenida con estricta confidencialidad por el grupo de investigadores.

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

e En caso de requerir informacién adicional

e En caso de que usted desarrolle algin efecto adverso secundario no previsto, tiene
derecho a una indemnizacién, siempre que estos efectos sean consecuencia de su
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participacién en el estudio.
e No recibira pago por su participacién

e 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
Yo, he leido y comprendido la informacién
anterior y mis preguntas han sido respondidas de manera satisfactoria. He sido informado vy
entiendo que los datos obtenidos en el estudio pueden ser publicado o difundidos con fines
cientificos.
Convengo en participar en este estudio de investigacidon. 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 investigacion; le he explicado acerca de los riesgos y beneficios que implica su
participacién. 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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APENDICE B

CLASIFICACION NO SPECS
Clase 0: no signos ni sintomas
Clase 1: solo sintomas
Clase 2: Involucro de tejido blando (se correlaciona con atlas en color)
Clase 3: Proptosis. Se evalta con exoftalmometria de Hertel.
Clase 4: involucro de la movilidad ocular, de acuerdo con el score de diplopia de Gorman
Clase 1: solamente signos: se tomara en cuenta la apertura palpebral (mm en posicién
primaria de la mirada)
Clase 5: involucro corneal
Clase 6: involucro del nervio éptico, con ldmpara de hendidura, fundoscopia, prueba de visién
al color y agudeza visual
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APENDICE C

CLASIFICACION CAS

Table 2: The 10 items of clinical activity score for graves orbitopathy

Pain 1
2
Redness 3
4
Swelling 5
6
7
8
Impaired function 9
10

painful oppressive feeling on or behind the
globe , during the last 4 weeks

pain on attempted up, side or down gaze
during the last 4 weeks

redness of the eyelid(s)

diffuse redness of the conjunctiva ,covering
at least one quadrant

swelling of the eyelid(s)

chemosis

swollen caruncle

Increase of proptosis of 22 mm during a
period of 1-3 months

Decrease of eye movements in any direction
>50 during a period of 1-3 months
Decrease of visual activity of =1 line(s) on
the snellen chart (using a pinhole) during a
period of 1-3 months

For each item present, 1 point is given. The sum of these points is the clinical

activity score
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APENDICE D- CLASIFICACION VISA

VISA CLASSIFICATION: | Patiant Labai:
Dabe; Vish & |
4
ORETORATHY THYRDID {
Time since onset Time since onmat: i
Flrwmt “mt: e - - By - —_— - -
Tesmpo: Sratus: ml"“
P Smoking
. A Family H:
Midizal Hu:
Thearagry: Ansthyroid mads: Alargias:
Radicactive iodine: Madz:
LI CTIE DREFCTAE on [}
eon Refractians
Yesanng + k
Wsionc n {abn Caniral wision: =cfcc/ph A 200 + E
W *
wifth manifast 200 2 e + _:
Color vis n / abn Cobar vision arors {80 Mormal =i
Pupsls (afleram dafect) ¥in ¥in
Fundus Optic nerve:  Edema ¥in yin - .
Paller yin ¥in
Progress: sibiw
I amm aT ORY Inflammatory irdex (worsl eyeiegeiid)
Retrobuibar ache Chemosis -2 Chemass (0-2)
A nest (@-1) | Conjunctival injestien  (0-1) Conjunetival ingeetion (0-1);
Wil gaze  (0-1) | Lid injectian -1 Lid irje<tion (-1}
Lid seelimg AM: y/n | Lid edema Upper  (0-3) Lid sdermm [0-23:
Lower (03 Retrobulbar ache (0-2):
Progress;  sibiw Total (&
STrA BISMUS! WOTILITY Pricm oL
Diplapia: Ductions {degrees): 1
ems [0)
Wl gaze (1) 4 "
Intermnizant {2 -
Constant () Rastrictian = 45° L] 1
Head um:  yin e 1 1 1
1530 2 4
Progress: s/biw < 15 3 3
A PPEAREHCE Ei mLE Fal prolapse and sysbd poshon
Ligl refraction yin | Lid relrecion (upper): MRD-4 s - AT,
fevenr weleral ehaw b - ik P
Levwator function L . . '.,}- -"‘.
sgophthaimes riv - : ) ( 3 M
Proplosis in | Exophalimomelry (Herbal) - .
Tearing ; in | Comeal orossons ¥in ¥in
FE Sensation yin | Camsal uloers ¥in yin Base:
P -sraight oy =y
Progress: sibiw ap rauy —
DISEASE GRADING lirmse Progress | Resporns
W {opBc neuncpathy] yim s/biw
| {inflammmtan) -8 fa /b iw
5 (ewsbierue) 03 ] &b e
{esricion) 03 13 s/biw
A {appearance/exposure) mmild f med T sevene s/biw
HANAGEMENT FOLL OW-LUP INTERVAL:
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Grupo
Control

BGG
RMCT
DPH
DCF
GGV
MMM
M
ABB
RLGR

POA

BJU

Apendice E. Base de datos protocolo Oftalmopatia Tiroidea

Sex Eda evolucio anti-

0 d

F 50
F 40
F 27
F 29
M 49
F 62
F 41
M 52
F 41
F 30

n (afios) TG

23.9

20.8

18.6

28.8

16.7

15.7

19.6

87.6

26.9

103.
4

anti-
TPO H

26.3

20.2

155

27.8

87.5

11.9

12.6

97.8

34.0

18.5
3

1.79

4.26

1.21

1.39

0.00

2.97

1.02

1.81

2.04

16.5

TSH T3

1.32

1.27

1.15

1.34

0.27

0.96

1.02

1.53

1.25

1.27

VISA
NO
CA SPEC Tratamient
T4 VI SAS S TAC o}

9.59

8.54

9.6

412

6.37

8.18

10.7

9.92

9.54
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Grupo con
orbitopatia sin
actividad

CGMS F
MAOS F
MART M
MLMS F
PEDO F

VQA F
BSG F
YSF
IRTM

FCR

14

58

34

57

33

14
22

14

29

10

18.3

17.3

488.

21.6

18.1

197.

19.6
1

13
33.9

517.

51.3

344.

17.4

15.3
3

0.20

131

1.36

2.76
0.12

0.00

5.64

1.3
0.97

1.34
0.94

1.24

1.5

1.09

13.3

8.43

9.54

9.39
135

9.84

12.0

02

02

01

03

02

02
03
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Grupo con
orbitopatia con

actividad
ATM F
DNSC F
EVR F
GRF F
MMP M
YHT F
CNC F
MDP
MLDH F
JMRA
oDV F

55

27

71

60

50

46

57

64

36

18

0.2

1.2

0.8

1.2

0.3

12.2 11.0

15.7 473

195 115

17.4 13.7
19.2 35.7
18.6

4 641
26.1 249

23.0 57.7
8 2

110.
2 600

58.2

10.9

0.02

5.28

5.08

1.82
0.00

4.72

4.29
0.00

0.56

0.94

1.2

1.3

0.86

1.14

3.37

1.17
1.06

3.09

491
10.7

121

7.73
12.6

8.74
10.7

10.0

6.04
20.5

05

04

14

03

04

05

03

04

04

3,4

1/2/201
5

0
levotiroxin
1la

1 tapazol

1 tapazol

levotiroxin
1la

1 tiamazol

tiamazol,
levotiroxin
1la

1 tiamazol

iodo radioactivo
2008

bolos de metil en
julio 2013

tapazol,
inmunosupresio
n
(esclerodermia)
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