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RESUMEN

Titulo: Asociacion de niveles plasmaticos de miRNA 21 y 155 con actividad renal
y extrarrenal en pacientes con lupus eritematoso sistémico

Francisco Eugenio Rodriguez Castellanos *, Fausto Sanchez-Munoz **, José

Daniel Juarez Villa ***

* Médico nefrélogo del Instituto nacional de cardiologia Ignacio Chavez. ** Investigador en ciencias
médicas del departamento de inmunologia del Instituto nacional de cardiologia Ignacio Chavez.

***Residente de tercer afo del curso de nefrologia del Instituto nacional de cardiologia Ignacio Chavez.

Antecedentes: La nefritis lUpica ocurre aproximadamente en el 50% de los pacientes
con lupus eritematoso sistémico (LES). El estandar de oro para el diagndstico, es la
biopsia renal, sin embargo, es un procedimiento invasivo que puede generar
complicaciones hasta en 1% de las biopsias realizadas. Se han explorado los
miRNAs como biomarcador en pacientes con LES con y sin nefritis Iupica, sin
embargo, poco se ha informado de la asociacion entre niveles plasmaticos de
miRNAs vy el tipo de respuesta clinica al tratamiento de induccion inicial a lo largo de
la evolucion, asi como otras variables clinicas.

Material y métodos: Un total de 30 pacientes con LES con actividad y sin actividad
renal con antecedentes de nefritis lupica y 15 pacientes sanos, fueron sometidos al
estudio, realizandose cuantificacion de miRNA en suero por PCR. Se estudié un total
de 3 miRNA, asi como su correlacion con actividad renal y extrarrenal.

Resultados: Se evalud los niveles de miRNA del 16, 21 y 155 entre casos y
controles. Encontrandose una diferencia entre ambos grupos solo en el miRNA 155
con 0.69 0.28 para los controles y 1.08 +0.85 para los casos (P valor 0.041). Se
muestra el resto de los resultados en la tabla 1 y figura 1. Sin embargo, no se
encontré diferencias al clasificarlos por controles, nefritis lUpica con actividad clinica y
nefritis IUpica sin actividad clinica.

Conclusién: En nuestro estudio el miRNA 155 tuvo correlaciones y diferencias entre

grupos, por lo cual puede ser posible su medicion en diferentes escenarios.

Palabras clave: miRNA,; nefritis lupica; inflamacion microvascular.
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ABREVIATURAS

LES
NL
ERC
HD
DP
TRR
ARN

Lupus eritematoso sistemico
Nefritis Lupica

Enfermedad renal crénica
Hemodialisis

Dialisis peritoneal

Terapia de reemplazo renal
Acido Ribonucleico



INTRODUCCION

La nefritis lupica ocurre aproximadamente en el 50% de los pacientes con lupus eritematoso
sistémico (LES). Los pacientes de raza negra e hispanica suelen tener una evolucion mas
agresiva en comparacion con personas de raza blanca. En pacientes con LES la mortalidad
es 5 a 25% mas alta en aquellos con nefritis lUpica cuando se les compara con pacientes sin

nefritis lupica.

El estandar de oro para el diagnostico, toma de decisiones terapéuticas y prondstico es la
biopsia renal, sin embargo, se requiere una captura en tiempo real del estado de la
enfermedad para determinar la mejor decision terapéutica, lo cual requiere biopsias renales
seriadas, un procedimiento invasivo que puede generar complicaciones hasta en 1% de las
biopsias realizadas. Por lo tanto, se han buscado biomarcadores no invasivos que puedan

reflejar en tiempo real el estado de la nefritis lupica.

Existen biomarcadores clasicos (proteinuria, anticuerpos anti DNA doble cadena, niveles
séricos de complemento y creatinina sérica) que pueden estar disociados con los datos
histopatolégicos en la biopsia renal, es decir tener actividad histolégica de la enfermedad con
marcadores bioquimicos sin actividad o viceversa, a lo cual se le ha llamado disociacion
clinico-patoldgica.

Dentro de la busqueda de biomarcadores se ha explorado el mecanismo de la epigenética
como regulador de la expresion genética, como es el caso del ARN no codificante como

regulador de la expresion del ARN mensajero (ARNm) en el nivel transcripcional.

Los microRNA (miRNAs) afectan notablemente el sistema inmunitario y tienen papeles
cruciales en la patogenia del LES. Se ha reportado que la expresion aberrante de miRNAs en
células mononucleares de sangre periférica esta involucrada en la patogénesis del LES y en
la progresion de la nefropatia Iupica. Los microRNA (miRNA) son una clase de pequefios ARN
no codificantes capaces de regular la expresion génica a nivel postranscripcional e implicados

en la respuesta inmune.



Los microRNA tiene funciones pluripotenciales, su supresion en las células T y B podria
mejorar el dafo a multiples érganos asociado con LES. Ademas, se ha encontrado que la
sobreexpresion de miR-21, puede estar relacionado con la expresion de proteinas
proinflamatorias 4 (PDCD4)/IL-10 y actuar como regulador de moléculas co-estimuladoras.
Una regulacion alterada de miR-155 se ha observado en linfocitos T y B, células dendriticas y
macréfagos en pacientes con LES. La sobreexpresion de miR-155 se ha asociado con

produccion de anticuerpos y diferenciacion aberrante de células T.

De acuerdo con publicaciones de Nakhjavani y Khoshmirsafa, algunos miRNAs, como el 21y
155, han sido encontrados en mayor concentracion en sujetos con nefritis Ilupica en
comparaciéon con sujetos sanos o con LES sin nefritis lupica y en aquellos con actividad de la
enfermedad. Otros miRNA, como el 22, se han encontrado con menor expresion en pacientes

con nefritis lupica en comparacion con sujetos sanos.

Por otra parte, los diferentes tratamientos inmunosupresores pueden bloquear vias de
sefalizacion y/o transcripcion en las que los miRNAs se encuentren participando, sin
embargo, al momento actual, no se ha demostrado claramente que los inmunosupresores
modifiquen la concentracién de miRNAs en humanos, si bien se ha observado en modelos
murinos que los miRNA-149-3p, miR-125b-5p, miR-199a-5p, miR-106b-3p and miR-124-3p se

pueden regular a la baja con el uso de rituximab, calcitriol, hidroxicloroquina y prednisona.

Se ha descrito asociacion de la concentracion de miRNAs con diferentes marcadores de
actividad en sujetos sanos o en pacientes con LES con y sin nefritis lUpica (Navarro-Quiroz y
Xiao H), sin embargo, poco se ha informado de la asociacion entre niveles plasmaticos de
miRNAs y el tipo de respuesta clinica al tratamiento de induccion inicial a lo largo de la

evolucion.



MICRO RNAS Y ANTICUERPOS ABZYMAS

En pacientes con LES y otro tipo de enfermedades autoinmunes, se ha descrito la presencia
de anticuerpos Abzymas, asi como su asociacién con hidrolisis de miRNAs, sin embargo, no
se ha informado asociacion entre la presencia de dichos anticuerpos y el grado de actividad

de la enfermedad.

Asimismo, en pacientes con LES, los anticuerpos Abzymas pueden alterar la diferenciacion de
células hematopoyéticas y favorecer la proliferacién linfocitaria. Cabe comentar que trabajos
que han investigado la asociacion entre miRNAs y nefritis lupica no han considerado el papel
de la hidrdlisis por anticuerpos abzymas (Wengen, Navarro, Xiao H), sin embargo, en dichos
estudios, los niveles plasmaticos de miRNAs se han encontrado diferentes entre pacientes

con LES con y sin actividad de la enfermedad, asi como al compararse con controles sanos.
MICROANGIOPATIA TROMBOTICA Y ASOCIACION CON NEFRITIS LUPICA

La microangiopatia trombotica, es una entidad caracterizada por trombocitopenia, anemia
hemolitica microangiopatica y lesion en varios 6rganos, incluyendo rindn. Puede considerarse
primaria asociada a defectos genéticos en la regulacién de la via del complemento o

secundaria cuando se relaciona con otra enfermedad como LES.

Se ha documentado que en pacientes que desarrollan microangiopatia trombdtica sistémica
pos trasplante renal, algunos mMiRNAs (miR-146a, miR-150 , miR-155y miR-223) se
encuentran significativamente elevados en comparacion con valores pre trasplante (Rigler A.).
Asimismo, se ha descrito que pacientes con microangiopatia trombética asociada a SAAF,
expresan niveles mayores de miR-155 en comparacion con controles sanos, siendo incluso
mayores dichos niveles en casos con antecedente de pérdidas fetales o eventos trombdticos

(Pérez-Sanchez). Lo anterior debera considerarse al analizar casos con nefritis lupica y SAAF.



PREGUNTA DE INVESTIGACION

En pacientes con lupus eritematoso sistémico, ¢Existe asociacion entre los niveles

plasmaticos de miRNAs 21 y 155 con actividad renal y extrarrenal?

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA.

La biopsia renal es el procedimiento de eleccion para evaluar la magnitud y tipo de dafo en
pacientes con lupus eritematoso sistémico y actividad renal, sin embargo, es un procedimiento
invasivo y no exento de complicaciones. Es por ello que se ha buscado contar con nuevos
biomarcadores que puedan de manera rapida, precisa, econémica y no invasiva ayudar a
monitorear la evolucion de la enfermedad, asi como identificar a pacientes con riesgo de
recaida o con pobre respuesta inicial al tratamiento, considerando, ademas, la disociacion

entre marcadores clasicos de actividad de la enfermedad y los hallazgos en la biopsia renal.

JUSTIFICACION.

La enfermedad renal crénica es una de las enfermedades con mayor impacto en la
morbimortalidad de la poblacion a nivel mundial, con un numero creciente de personas
afectadas como resultado de una mayor incidencia de enfermedades crénico degenerativas,

tales como diabetes mellitus, hipertension arterial y enfermedades auto inmunes.

En los pacientes con LES el 50% desarrollara nefritis lupica, de ellos solo el 60% presentara
respuesta completa al tratamiento y aproximadamente 20% desarrollara enfermedad renal

cronica terminal a los 15 afos de evolucion de la enfermedad.

El diagnostico de nefritis lUupica se lleva a cabo mediante biopsia renal, ademas de algunos
estudios de laboratorio, sin embargo, el seguimiento y la evaluacién de la respuesta al
tratamiento hasta el momento continia siendo con biopsia renal y marcadores bioquimicos
clasicos, los cuales han mostrado pobre asociacion. Es por ello que existe la necesidad de
contar con marcadores que puedan de manera rapida, precisa, econoémica y no invasiva

identificar a pacientes que podrian tener una recaida o pobre respuesta al tratamiento.

10



Los miRNAs son un elemento clave como reguladores de la homeostasis y su disregulacion
ha sido demostrada en varias patologias, incluyendo la enfermedad renal. Debido a su
estabilidad en el plasma y la orina, se han convertido en biomarcadores atractivos. Existen
algunos miRNAs que se han asociado con dafio microvascular, como es el caso en pacientes
con nefritis lupica. El presente trabajo tiene como finalidad evaluar si la concentracién
plasmatica de dos miRNAs, se asocia con actividad renal y actividad extrarrenal en pacientes

con lupus eritematoso sistémico.

OBJETIVOS.
PRINCIPAL:
Cuantificar y evaluar la asociacion de los micro RNAs 21 y 155 en plasma con la actividad

renal y extrarrenal en pacientes con lupus eritematoso sistémico.

SECUNDARIO:

1.-Evaluar si existe asociacién con la actividad renal por lupus eritematoso sistémico,
evaluada mediante marcadores como proteinuria, hematuria, titulos de anticuerpos anti-DNA
doble cadena y niveles séricos de complemento, con la concentracion plasmatica de los
miRNAs 21 y 155.

2.-Evaluar si existe asociacion con la actividad extrarrenal categorizada segun el sistema

alterado, con la concentracion plasmatica de los miRNAs 21 y 155.

3.- Comparar las concentraciones plasmaticas de los miRNAs 21 y 155 entre clases

histoldgicas de nefritis lupica segun la clasificacién ISR/RPS.

4.- Evaluar si existe asociacion entre el nivel de funcién renal medida con depuracion de

creatinina con la concentracion plasmatica de los miRNAs 21 y 155.

5.- Evaluar la posible diferencia en la concentracion plasmatica de miRNAs 21 y 155, segun
marcadores histolégicos de actividad de nefritis lupica segun la ISR/RPS (proliferacion endo y

extra capilar y necrosis fibrinoide).
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6.- Comparar las concentraciones plasmaticas de los micro RNAs 21 y 155 en pacientes con
nefritis lupica proliferativa documentada con biopsia, segun diferentes perfiles de respuesta
clinica temprana al tratamiento de induccion inicial.

METODOLOGIA.
HIPOTESIS.
Nula: La concentracién plasmatica de los miRNAs 21 y 155, no se asocia con la actividad

renal y extrarrenal en pacientes con lupus eritematoso sistémico.

Alterna: La concentracion plasmatica de los miRNAs 21 y 155, se asocia con la actividad renal

y extrarrenal en pacientes con lupus eritematoso sistémico.

DISENO.
10.1. Manipulacion por el investigador
a) Observacional

10.2. Grupo de comparacion
a) Comparativo

10.3. Seguimiento
a) Transversal

MATERIALES Y METODO.

11.1. Universo de estudio. Pacientes con diagndstico de lupus eritematoso sistémico
con antecedente de nefritis lupica proliferativa (clases Ill o IV + clase V segun la
clasificacion ISN/RPS) documentada por biopsia que hayan recibido algun tratamiento
de induccion a la remision inmediatamente después de confirmado el diagndstico de
nefritis lupica, con seguimiento posterior por parte del departamento de Nefrologia del
Instituto Nacional de Cardiologia Ignacio Chavez.

11.2. Tamano de la muestra.
El calculo del tamafio de la muestra se realizé por diferencia de medias con el programa open
epi en http://www.openepi.com/SampleSize/SSMean.htm alfa 0.05, beta 0.20, S 0.5 con
medias 1y 0.575, obteniendo un resultado con 22 pacientes aproximadamente por cada

grupo.

Muestreo.
a) No probabilistico
Consecutivo
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Criterios de Seleccion:
Criterios de Inclusion.

- Pacientes de ambos sexos con edad mayor o igual a 17 afios al momento del

diagndstico inicial de nefritis lupica.

-Pacientes con diagndstico de LES con involucro renal con primera biopsia clasificada
como clase Ill o IV £ clase V segun ISN/RPS, con o sin presencia de lesiones
vasculares y/o tubulointersticiales, que hayan recibido algun tratamiento de induccion a
la remisidbn reconocido por guias internacionales, inmediatamente después de
confirmado el diagndstico de nefritis lupica, con un seguimiento posterior a dicho
tratamiento por parte del departamento de Nefrologia del Instituto Nacional de
Cardiologia Ignacio Chavez, con cualquier nivel de funcién renal al momento del
diagndstico de nefritis lupica y que cuenten en su seguimiento y hasta el momento del
muestreo para cuantificacion plasmatica de miRNAs, con determinaciones seriadas de
funcién renal, cuantificacién urinaria de proteinas, examen general de orina y
marcadores seroldégicos asociados a actividad inmunolégica.

Criterios de exclusion.

- Neoplasia activa con o sin tratamiento oncoldgico al momento del muestreo para fines
de cuantificacion de miRNAs.

- Infeccion activa al momento del muestreo para fines de cuantificacion de miRNAs.

Criterios de eliminacion.

- Glomerulopatia no lupica agregada a la nefritis lupica documentada por biopsia.
-Nefritis lupica clases I, II, V o VI segun ISN/RPS.
-Podocitopatia lupica pura documentada por biopsia.

-Pacientes que cuenten con expediente o informacion incompleta.

Definicion de variables

Variable Definicion conceptual Definicién operacional Tipo  de | Escala de
variable medicion
Peso Fuerza con que la Con la persona usando | Cuantitati | Kilogramos (Kg)
Tierra atrae a un la menor cantidad de va
cuerpo, por accion de | ropa posible y en ayuno, | continua

la gravedad. Se ajusta
con la talla de la
persona y se relaciona

se mide usando un
estadimetro calibrado.
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con incremento del
riesgo cardiovascular.

Talla La distancia entre el Con la persona estando | Cuantitati | Metros (m)
plano de sustentacién | sin calzado, se mide va
y el vértex craneal. Se | usando un estadimetro | continua
usa para ajustar el calibrado.
peso del individuo
Tiempo transcurrido a Se comprobara Ig edad Cuantitati
: o del paciente mediante la ~
Edad partir del nacimiento o va Anos
e presentacion de una .
de un individuo : . discreta
credencial oficial
El sexo es un proceso
de combinacion y
mezcla de rasgos
genéticos a menudo Se clasificara de o
Cualitativa .
dando por resultado la | acuerdo a las P Masculino/
Sexo T o dicotémic )
especializaciéon de caracteristicas a Femenino
organismos en fenotipicas del sujeto
variedades femenina y
masculina (conocidas
COMO SEX0S)
Creatinina Conqentramon total de Normal: < 1 mg/d Cuantitati
. s creatinina en una va mg/dl
sérica .
muestra de sangre. continua
. Concentracion total de
Proteinas roteinas en una Cuantitati
totales en P . Normal: <140 mg/dia
- muestra de orina va Mg en 24 horas
orina en 24 )
recolectada en 24 continua
horas
horas.
Concentracion total de
Albumina albumina en una . , Cuantitati
. : Normal: <30 mg/dia
en orina en | muestra de orina va Mg en 24 horas
24 horas recolectada en 24 continua
horas.
Anticuerpos | Concentracion total de Cuantitati
anti Doble anticuerpos DNA doble | Normal: 9.8 - 27 Ul/ml
va Ul/ml
Cadena cadena en una continua
DNA muestra de sangre.
Concentracion total de Cuantitati
Complemen | la fraccion C3 del Normal: 90 - 180 mg/dI
va mg/dl
to C3 complemento en una .
continua
muestra de sangre.
Concentracion total de Cuantitati
Complemen | la fraccion C4 del Normal: 10 - 40 mg/dI
va mg/dl
to C4 complemento en una .
continua
muestra de sangre.
Induccién a Tratamiento médico Se determinada basado | Cualitativa | 1=Esteroide
la remision con farmacos en las guias politbmica | 2=Esteroide/
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inmunosupresores que
se administra al
diagndstico de nefritis
lUpica para remitir la
actividad de la
enfermedad

internacionales KDIGO
2021

micofenolato
3=Esteroide/
ciclofosfamida
4=Esteroide/
Tacrolimus
5=Esteroide/
Tacrolimus/
Micofenolato
6=Esteroide/

belimumab
s 2 | Disminucion o
Rgs_puesta meses posterior al protelnqua' <0.5g/diao C.ualltatllva Presente/
clinica . una mejoria de la dicotomic
tratamiento de e ausente
completa . 2 funcién renal de 10 a a
induccion valorada por 15%
marcadores clinicos. °
Tipo de respuesta Disminucion del 50% de
Respuesta clinica nefritis lupica, 2 roteinuria o <3 g/dia Cualitativa
>Sp meses posterior al P o 9 y P Presente/
clinica . una mejoria de la dicotomic
. tratamiento de e ausente
incompleta |. 2 funcién renal del 10 a a
induccion valorada por 15%
marcadores clinicos. °
Tipo de respuesta
clinica de nefritis Sin disminucion del 50%
Sin lupica, 2 meses de proteinuria o >3 g/dia | Cualitativa
, , . ., P Presente/
respuesta posterior al tratamiento | y sin mejoria de la dicotomic
. . > e ausente
clinica de induccién valorada | funcién renal del 10 a a
por marcadores 15%
clinicos.
Presencia de sedimento
activo, perdida de
Reaparicion de Ia funcién renal >20% en
ap TFG o aumento de 4
actividad de la o . Cualitativa
Recaida enfermedad de nefritis proteinuria >500 mg/dia, dicotéomic Presente/
. si la proteinuria estuvo ausente
lupica, valorado por . 500 a
marcadores clinicos prewgmente ~ .
' mg/dia o >1000 mg/dia
si la proteinuria estuvo
entre 500 a 1000 mg/dia
Concentracion total del
micro RNA 21y 155 Se medira por reaccion | Cuantitati
Micro RNA | del complemento en en cadena de la va
una muestra de polimerasa continua
sangre.
Clasificacion de la Clase | mesangial
Tipo de nefritis lUpica basado minima, Clase Il Cualitativa | Clases lll, IV o
clase lapica | en los hallazgos en la | mesangial proliferativa, politdmica M+VolV+V

biopsia renal segun la

clase lll proliferativa
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clasificacion ISN/RPS

focal con afeccion de
<50% de glomérulos,
clase IV proliferativa
difusa con afeccion de
50% de los glomérulos,
clase V membranosa

Necrosis fibrinoide 6

puntos
Media luna celular 6
Escala para determinar | puntos
indice de el niveI.Qe grqnicidad Proliferacion celular 3 Cuantitati
cronicidad de nefritis lupica puntos va 0 a 12 puntos
proliferativa en biopsia | Trombo hialino 3 puntos | Discreta
renal Infiltracion leucocitaria 3
puntos
Infiltrado mononuclear
tubular 3 puntos
Escala para determinar Esclerosis 3 puntos
. g Media luna fibrosa 3 o
indice de el nllv.el Qe.actlwdad de puntos Cuantitati
actividad nefr]tls Iu_plca L Fibrosis intersticial 3 va 0'a 24 puntos
proliferativa en biopsia putos discreta
renal Atrofia tubular 3 puntos
Nivel de inflamacioén en | Ausente
Fibrosis la zona tubular a nivel | Grado 1 <0=20% Cualitativa | Ausente/ grado I/
intersticial | renal secundarioaun | Grado 2 20 a 50% politdmica | grado II/ grado llI
proceso inflamatorio Grado 3 >0=50%
Proliferacié | Depositos de o
n complejos inmunes a Evaluada mediante la c(i:izﬁltg?:i\éa Presente/
endocapilar | nivel del mesangio y/o biopsia renal inicial a ausente
luces capilares
Necrosis Patrén morfologico de
fibrinoide necrosis caracterizado
por la presencia de un Cualitativa
material eosindfilo Evaluada mediante la dicotomic Presente/
amorfo que recuerda a biopsia renal inicial a ausente
la fibrina en el area de
la muerte celular
Sindrome Trastorno
anticuerpos | autoinmunitario que se
antifosfolipi | manifiesta de diversas Presencia de la Cualitativa
dos formas clinicas por la enfermedad dicotomic Presente/
formacion de diagnosticada por los a ausente
anticuerpos contra criterios de Sidney 2006
proteinas de unién a
fosfolipidos
Microangio | Trastorno Presencia de Cualitativa Presente/

16




patia caracterizado por la microangiopatia dicotomic ausente
trombética | formacion de micro trombotica a nivel renal | a
trombos a nivel comprobado por una
microvascular a nivel biopsia renal
renal
Leucocitos Leucopenia: <4000
leucocitos totales. Leucopenia/
Numero de leucocitos Leucocitos Normales: | Cuantitati Leucc?citos
totales circulantes en 4000 a 9 999 Leucocitos | va
et . Normales /
sangre periférica totales. continua Leucocitosis
Leucocitosis: >10 000
Leucocitos totales.
Actividad 0. Ausente
extrarrenal 1. Articular
2. Hematoldgi
Tlpo de actividad que Actividad determinada ca .
involucra otros - y s 3. Neurolégic
. . en la ultima evaluacion | Cualitativa
organos como a nivel . . P a
. por reumatologia, previo | politomica .
neuroldgico, : 4. Dermatolo
o . a la toma de micro RNA :
hematoldgico, articular gica
5. Hematoldgi
cay
articular
SLEDAI 2k | Cuestionario realizado
para determinar
act|V|daq sistemica de Puntaje obtenido en la | Cuantitati ,
lupus eritematoso - . Puntaje 0 a 105
P ultima evaluaciéon por | va
sistémico, comprende . ) puntos
reumatologia discreta
24 preguntas, esta
estandarizado a nivel
internacional
Hematuria Presencia de sangre Eritrocitos en la orina >5 g.ua“?at'.va Presente/
: icotomic
en la orina X campo de alto poder a ausente
Sedimento | Presencia de
de orina hematuria dismoérfica la
activo cual se define por
>25% eritros con
dismorfia por campo
(o)
de alto poder 025% . . Cualitativa
acantocito por campo Presencia de sedimento | .~ .. Presente/
, : . dicotomic
del alto poder con o sin de orina activo a ausente

leucocituria, la cual se
define por >5 de
leucos por campo de
alto poder o >1
cilindro eritrocitario por
campo de alto poder
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Actividad indice

proteinuria/creatinuria
>0.5 g/g 0 aumento del
25% a su proteinuria

Actividad renal por previa o aumento de

lupus eritematoso creatinina >0.3 mg/dl o | Cualitativa Presente/
sistémico demostrado aumento del 25% a su | dicotomic ausente
por marcadores creatinina previa o a

bioquimicos sedimento activo +

disminucién de
complemento C30C4 +
anticuerpos anti DNA
doble cadena

PROCEDIMIENTO GENERAL.
Seleccion, reclutamiento de pacientes y firma de consentimiento informado.

. Cita con ayuno de 8 horas para la toma de muestra unica de sangre con tubo
vacutainer BD color morado con EDTA, la cual se llevara al departamento de
inmunologia para su almacenamiento.

. Captura de informacion de estudios para clinicos en forma seriada, con periodicidad
variable, desde el momento del diagndstico de la nefritis lupica y hasta el momento del
muestreo sanguineo para la cuantificacion de los micro RNA (creatinina sérica, tasa de
filtracion glomerular calculada, proteinuria, albuminuria, niveles séricos de C3 y C4,
anticuerpos anti DNA doble cadena, sedimento urinario), Asimismo, se recabara y
codificara el reporte completo de la biopsia renal efectuada al momento de deteccion
de involucro renal por LES por primera vez. Se capturara la informacién de actividad
extrarrenal segun la ultima evaluacion por reumatologia.

. La cuantificacion de los microRNA se realizara de la siguiente manera: se utilizaran
200 pL de plasma y sangre total para la deteccion de miRNAs, miR-21 y miR-155-5p
del EBV (ebv-miR-bhrl1-1, ebv-miR-bart4) utilizando reactivos y protocolos para el
TagMan MicroRNA Reverse Transcription Kit y el TagMan MicroRNA Assay (Applied
Biosystems). Las reacciones de RT-PCR se realizaran con cebadores de bucle de tallo
personalizados (Applied Biosystems) especificos para la secuencia madura
correspondiente obtenida de miRBase (disponible
en: http://www.miRBase.org [consultado el 3 de junio de 2013]) [ 34 ]. La amplificacién
de reacciones de cationes se realizara utilizando el sistema de PCR en tiempo real
CFX96 (BIORAD). Los datos de la RT-PCR cuantitativa se analizaran utilizando el
método del ciclo de umbral comparativo (Ct), con hsa-miR-16 o U6 como las

referencias endogenas para plasma y sangre total, respectivamente. La cantidad de
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miARN sera dada por la formula aritmética 2ACt, donde el Ct es el punto en el que
la fluorescencia de la reaccidn del ensayo TagMan supera el limite del umbral. ACt es
la diferencia en los valores de Ct entre el miARN diana y el control hsa-miR-16 y U6
para plasma y sangre completa, respectivamente; ACt se da como el Ct de hsa-miR-
16 o U6 menos el Ct de cada miARN. Se debe tener en cuenta que los niveles de

expresion relativos (es decir, normalizados a los niveles de hsa-miR-16 en la misma
muestra) son por definicion valores sin unidades.

4. El andlisis estadistico se efectuara con el paquete SPSS version 26 para Windows.

Diagrama de flujo

Evaluacion de actividad renal
por marcadores bioquimicos Toma de muestra
clasicos
Selecciéon de pacientes con
criterios de inclusion

Captura de actividad Recoleccion de datos

extrarrenal (biopsia y paraclinicos)

Procesamiento de datos y
analisis

Hoja de captura de datos.
Se anexa a este documento hoja de Excel para recoleccion de datos.

Calendario.
a) Revisioén bibliografica: 2 meses
b) Elaboracion del protocolo: 2 meses
c) Obtencion de la informacion. 3 meses
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d) Procesamiento y analisis de los datos. 4 meses
e) Elaboracion del informe técnico final. 2 meses
f) Divulgacion de los resultados. 4 meses

Fecha de inicio: 01 Agosto del 2022.
Fecha de terminacion: 1 Marzo del 2023

Mar

Abr

May

Jun

Jul

Agos

Sept

Oct

Nov

Dic

Ene

Revision
bibliografica

X

X

Elaboracion
del protocolo

Obtencioén de
la informacioén

Procesamiento
y analisis de
los datos

Elaboracion
del informe
técnico final

Divulgacion de
los resultados

Recursos.

11.10. 1. Recursos Humanos.

Investigador: Dr. Francisco Eugenio Rodriguez Castellanos

Médico adscrito al servicio de Nefrologia del Instituto Nacional de Cardiologia
“Ignacio Chavez”

Actividad: Revisién, planeacion y publicacién del protocolo

Investigador: Fausto Sanchez Mufioz

Actividad: Revisién, planeacion y publicacién del protocolo

Investigador en ciencias médicas del departamento de Inmunologia

Investigador: José Daniel Juarez Villa
Actividad: protocolo, obtencion de muestras y base de datos
Residente de nefrologia

11.10.2. Recursos materiales.

Computadoras, hojas, lapiceros, kit de extraccion de sangre, tubos vacutainer
BD color morado con EDTA, kit para cuantificar miRNAs

11.10.3. Recursos financieros.
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Por parte del departamento de inmunologia que ya cuentan con el equipo y
recursos necesarios para realizar la cuantificacion de los microRNAs.

ANALISIS ESTADISTICO.

a) Estadistica descriptiva: medidas de tendencia central y dispersion: rango, media,
mediana, moda, desviacion estandar, proporciones y rango intercuartilico.

b) Estadistica inferencial:
Pare el (los) parametro(s) principal(es):
b.1) Prueba de Chi cuadrada para comparacion de proporciones.
b.2) Prueba T de Student o ANOVA de una via para comparacion de medias.
b.3) Alternativas no paramétricas segun la distribucion de las variables.
b.4) Pruebas de correlacion con coeficiente de Pearson.
El nivel de significancia para rechazar la hipétesis nula (Ho) sera de p<0.05.

RESULTADOS

Se incluyeron 15 controles con una edad de 32 +1.92 afios y 30 casos con una edad de 37.73
1+11.31, de los 30 casos con lupus eritematoso sistémico con actividad renal, 14 (46.7%) de
los pacientes presentaban actividad clinica y 16 (53.3%) pacientes sin actividad clinica.

De los 30 casos con lupus eritematoso sistémico con nefritis lUpica, se encontré en la
poblacién una edad de 37.73 £11.31 afios, 29 (96.7%) pacientes fueron mujeres. La clase de
nefritis lupica al diagndstico inicial, la mas frecuente fue la lll + V con 13 (43.3%) pacientes,
seguida de la clase IV + V con 9 (30%) pacientes. 25 (83.3%) pacientes al diagndstico de
nefritis lupica tenian actividad extrarrenal de la cual la mas frecuente fue la combinada por
actividad articular + hematolégica y cutanea con 10 (40%) pacientes. Solo 5 (16.7%) pacientes
tenian el diagnostico de sindrome de anticuerpos antifosfolipidos y 4 (13.3%) con
microangiopatia trombdtica asociada, solo 5 pacientes requirieron terapia de remplazo renal.
La respuesta clinica al tratamiento de induccion medida a los 2 meses fue completa solo en 8
(26.7%) pacientes. Durante su seguimiento solo 17 (56.7%) presentaron al menos una
recaida, sin embargo, el promedio de recaida en la poblacién fue de 1.29 +0.75. El tiempo
medio en que se presentd una recaida fue de 21 (11-34) meses.
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Tabla 1. Comparacion de miRNA entre grupos por casos, controles y por actividad clinica.

Poblacion | Controles Controles | NL Activa | NL Inactiva
Variable total N=15 Casos N=30 | P valor N=15 N=14 N=16 P valor
Edad 35.82 37.73 35.71
(afios) +0.64 32 +1.92 +11.31 0.082 | 32+1.92 +14.06 | 39.50+8.29 | 0.013
MiRNA 21 | 19320.74 | 1 614184 | 1.49+1.72 | 0258 | 1.61+1.84 | 1.90+2.21 | 1.13+1.08 0.511
MiRNA | 0.95 +0.73
155 0.69+0.28 | 1.08+0.85 | 0.041 | 0.69+0.28 | 1.01+0.57 | 1.15+1.06 | 0.122

En cuanto a las caracteristicas histologicas al momento de la biopsia del diagndstico. 19
(63.3%) tenian algun grado de atrofia tubular y 27 (80%) presentaban lesién vascular,
encontrandose la mas frecuente con un grado leve con 18 (60%) pacientes. De los 30 casos
14 (46.7%) presentaron algun porcentaje de semilunas, teniendo un promedio de porcentaje
de semilunas sobre el numero de glomérulos totales con 23.83 +27.89 porciento de
semilunas, se presentd una fibrosis intersticial del 11.43 £9.44. En cuanto a la actividad, se
encontré un indice promedio de 13.29 +4.23 y un indice de cronicidad 3.57 +2.87. El resto de
los resultados y caracteristicas basales de los casos, se muestran en la tabla 2.

Tabla 2. Caracteristicas basales de los casos

Variable

N=30

Edad (afios)

37.73 £11.31

Sexo (Femenino)

29 (96.7%)

Respuesta completa
Respuesta parcial
Sin respuesta

Tipo de respuesta inicial

8 (26.7%)
10 (33.3%)
12 (40%)

Actividad Clinica al muestreo

|14 (46.7%)

Clase nefritis lupica
Clase Il
Clase IV
Clase lll +V
Clase IV +V

5 (16.7%)
3 (10%)

13 (43.3%)
9 (30%)

Actividad extrarrenal en el
diagnostico de nefritis lUpica

25 (83.3%

Articular + Hematologica +

Tipo de actividad extrarrenal

Cutanea 10 (40%)
Articular + Hematolodgica 8 (32%)
Hipertension 3 (10%)

Microangiopatia Trombodtica |4 (13.3%)

SAAF 5 (16.75)

TRR al diagnéstico 5 (16.7%)

Tratamiento de induccion inicial
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Esteroides + CYC 11 (36.7%)

Esteroides + MMF 10 (33.3%)

Esteroides solo 3 (10%)

Fx + MMF + Esteroides 2 (6.7%)

Otras combinaciones 4 (13.3%)
Recaida 17 (56.7%)
Tiempo a primera recaida

(Meses) 21 (11-34)
Numero de recaidas 1.29 £0.75
Atrofia tubular 19 (63.3%)

Lesién vascular

Ausente 3 (10%)
Leve 18 (60%)
Moderado 7 (23.3%)
Grave 2 (6.7%)

Semilunas 14 (46.7%)
%Semilunas 23.83 £27.89
Fibrosis intersticial (%) 11.43 £9.44
Fibrosis Glomerular (%) 7.80 £6.93
indice Actividad 13.29 +4.23
indice Cronicidad 3.57 +2.87
Tiempo LES a Muestro

(Meses) 86 (83-126)
Tiempo NL a muestreo

(meses) 82 (52.5-85.5)

SAAF; sindrome de anticuerpos antifosfolipido, MMF; micofenolato de mofetilo,
CYC,; ciclofosfamida, Fx; Tacrolimus, LES; lupus eritematosos sistémico, NL; nefritis lUpica

Se evaluo los niveles de miRNA del 21 y 155 entre casos y controles. Encontrandose una
diferencia entre ambos grupos solo en el miRNA 155 con 0.69 +0.28 para los controles y 1.08
10.85 para los casos (P valor 0.041). Se muestra el resto de los resultados en la tabla 1 y
figura 1. Sin embargo, no se encontré diferencias al clasificarlos por controles, nefritis lupica
con actividad clinica y nefritis lupica sin actividad clinica.
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Figura 1. Comparacion de miRNA por grupos
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Al evaluar los miRNA con la clase de nefritis lupica al momento del diagndstico se encontré
una diferencia solo el miRNA 155, observado una diferencia entre la clase IV versus la clase
[l +V (P valor 0.033) por la prueba de Bonferroni y una diferencia entre la clase IV versus la
clase IV + V (P valor 0.041), los resultados se muestran en la tabla 3.

Tabla 3. Comparaciéon de miRNA entre clase de nefritis lupica al diagndstico

Poblacion Clase lll Clase IV Claselll +V ClaselV+V
total N=5 N=3 N=13 N=9 P valor
miRNA21 | 193174 | 844+062 | 0.35+0.18 1.89 +2.16 1.66 + 1.57 0.441
miRNA 155 | 0.95#0.73 | 147410 2.30+2.02 0.84 0.37 0.82 +0.31 0.021

Se realizaron correlaciones entre miRNA y las variables, encontrandose una correlacion r
0.373 (P valor 0.012) entre edad y el miRNA 21. Ademas, se encontré6 una correlacion
moderada r 0.42 (P valor 0.021) entre la creatinina al muestreo y el miRNA 155, asi mismo
con una correlacion negativa con la TFGe con r-0.368 (P valor 0.046) y el miRNA 155. Se
realizaron delta en el diagnostico de LES o NL con las variables al muestreo, encontrandose
una correlacion entre el delta de creatinina del diagndstico de Les al muestreo con el miRNA
155 con r 0.466 (P valor 0.011). El resto de las correlaciones se muestran en la tabla 4.

Tabla 4. Correlaciones bivaridas entre miRNA y variables de actividad renal e inmunologicas.

MiRNA MiRNA

Variable 21* P valor 155* P valor
Edad 0.373 0.012 0.085 0.579
Creatinina al
muestreo -0.175 0.355 0.42 0.021
TFG al muestreo 0.026 0.891 -0.368 0.046
Proteinuria al
muestreo -0.142 0.454 -0.104 0.584
Proteinuria ajustada al
muestreo -0.061 0.751 -0.095 0.619
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ANAs al muestreo 0.148 0.434 -0.017 0.928
DNA al muestreo 0.051 0.788 -0.136 0.474
C3 al muestreo 0.074 0.698 0.001 0.997
C4 al muestreo -0.095 0.616 -0.05 0.792
SLEDAI al muestreo -0.11 0.562 0.055 0.772
Delta Creatinina-LES 0.072 0.71 0.466| 0.011
Delta Creatinina-NL 0.129 0.503 -0.062| 0.749
Delta TFG-LES 0.032 0.871 -0.25| 0.191
Delta TFG-NL 0.061 0.755 -0.002| 0.991
Delta Proteinuria -

LES 0.091 0.641 -0.009| 0.963
Delta Proteinuria - NL 0.208 0.278 0.003 0.99
Delta C3 - LES -0.138 0.476 0.236| 0.217
Delta C3 - NL -0.092 0.636 0.515| 0.004
Delta C4 - LES 0.072 0.711 -0.1 0.608
Delta C4 - LES 0.072 0.711 0.326| 0.085
Delta DNA - LES -0.207 0.29 -0.119| 0.546
Delta DNA - NL -0.116 0.566 -0.151 0.451

TFG; Tasa de filtrado glomerular, DNAs; anticuerpos antidoble cadena, ANAs; anticuerpos
antinucleares, C3; complemento 3, C4; complemento 4, SLEDAI; NL; nefritis lupica, LES;
lupus eritematoso sistémico.

*Correlacion pearson

DISCUSION

La poblacion estudiada es una poblacion joven, siendo mayormente mujeres como lo
reportador a nivel mundial. Con una respuesta completa baja medida a los 2 meses con solo 8
pacientes (26.7%.) Presentando al menos una recaida en 17 pacientes (56.7%) con una
mediana de 21 (11-34) meses. Presentandose la clase proliferativa Clase Il + V como las mas
comun en 13 pacientes (43.3%). Teniendo una presentacién agresiva, ya que hasta 14
pacientes (46.7%) presentaron un grado de semilunas.

El papel de los miRNAs como reguladores epigenéticos clave en la nefritis lUpica se reconoce
cada vez mas. La evidencia disponible sugiere que los miRNAs estan involucrados en la
patogénesis de la nefritis IUpica no solo por la modulacion de las células inmunes y las vias
inflamatorias sistémicas, sino también por su actuacién a nivel del tejido renal e incluso en el
exosoma urinario. En nuestro estudio se observd una diferencia significativa entre los
controles y caso en el miRNAs 155, como en el estudio de Navarro-Quiroz pero no en los
otros miRNA. Sin embargo, no observamos diferencias cuando dividimos a los pacientes por
nefritis [Upica con y sin actividad versus controles.

Al clasificar los pacientes por clase de nefritis lupica al diagndstico inicial se encontré una

diferencia solo el miRNA 155, observado una diferencia entre la clase IV versus la clase Il + V
(P valor 0.033) y una diferencia entre la clase IV versus la clase IV + V (P valor 0.041).
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Al realizar las correlaciones se encontraron que algunas fueron moderadas y estadisticamente
significativos, pero solo en relacion con el miRNA 155, una de ellas la creatinina al muestro
con una r 0.42 (P valor 0.021) y con el cambio de creatinina desde el diagndstico de lupus
eritematosos sistémico al muestreo con r 0.466 (P valor 0.011)

Si bien los hallazgos no fueron diferentes entre aquellos con actividad y sin actividad. Asi
como tampoco con algunos marcadores clasicos en el muestreo, existen correlaciones entre
los cambios a lo largo de la evolucién. Estos hallazgos no descartan la posibilidad de los
mMiRNA como biomarcadores, ya que se han realizado estudios evidenciado cambios al
medirlos en orina. Asi como la realizacion de paneles como potencial biomarcadores.

Nuestro estudio tiene varias limitaciones. Una de ellas es que solo es una medicion en el
tiempo, asi como no hay una biopsia renal para comparar si realmente hay actividad o no,
como el estdndar de oro. Ya que las variables histoldégicas con las que contamos son al
diagndstico y el tiempo entre el muestro y el diagndstico es prolongado.

CONCLUSIONES.

Los miRNA participan en la regulacién de la fisiopatologia de la nefritis lUpica, se ha mostrado
su posible beneficio como biomarcador, sin embargo, no se ha encontrado el momento exacto
de su medicion o si es en conjunto con otros miRNA para una interpretacién en conjunto. En
nuestro estudio el miRNA 155 tuvo correlaciones y diferencias entre grupos, por lo cual puede
ser posible su medicion en diferentes escenarios.

CONSIDERACIONES ETICAS
"Todos los procedimientos estaran de acuerdo con lo estipulado en el Reglamento de la ley
General de Salud en Materia de Investigacion para la Salud.

Titulo segundo, capitulo |, Articulo 17, Seccion |, investigacidon sin riesgo, no requiere
consentimiento informado.

Titulo segundo, capitulo |, Articulo 17, Seccion Il, investigacion con riesgo minimo, se anexa
hoja de consentimiento informado.

CONSENTIMIENTO INFORMADO

Se utilizara consentimiento informado para la obtencién de muestras de sangre para
cuantificacion de miRNAs.
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ANEXOS: CARTA DE CONSENTIMENTO INFORMADO

. SALUD Mo e e g i

Renacimiento de la excelencla

SECRETARIA DE SALVD

DIRECCION DE INVESTIGACION
PROPUESTA DE PROYECTO DE INVESTIGACION

CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO
INSTITUTO NACIONAL DE CARDIOLOGIA "IGNACIO CHAVEZ"
SERVICIO DE NEFROLOGIA
CARTA DE CONSENTIMEENTO INFORMADO

TITULO DEL ESTUDIO: “Asociacién de niveles plasmdticos do micro RNAs 21 y 155 con actividad ronal y
extrarronal on pacientos con lupus eritomatoso sistémico™.

1.« Propésito del estudio: El presante documenio Sene como objedvo invitarie a participar en un astudio do dingido
por al Dr. Francisco Eugenio Rodriguez Castellanos y ol Dr. José Danlel Jusrez Vila, médico del departamento do nefologia del
Instiuno Nacional de Cardiologla, of cual incluye a la poblacién de paciantes con dafio renal por lupus ertematoso sistémico, del
miseno hospital.

El estudio tane como propéaho conocer la cantidad en sangre de alguncs marcadores no comunes del sistema de defensa
on diferentes grupos de pacientes segin la respuesta que hayan tenido con o primer tratamiento recibido para tratar de
atenuar ol daho renal que provoca la enfermedad llamada lupus eritematoso sistémico. Esta informacidn podria llevar a
desamrolar nuevas pruabas de laboratorio que parmitan identiicar la ovolkuxcidn de la enfermedad, asl como su respuesta a
dFerontes tratamientos.

Lo recordamos que su participacion en este estudio es totaimente voluntaria y que no condciona do ninguna manera of
tratamionto que rece actuaimente ni @ futwo. Asi mismo, sl on cualquier momento de la invesSgacidn decide rotkar su
consenSmianto, puade hacerio Ibremanta.

El rlesgo de participar on esto protocclo o5 minimo, dnicamente 05 nocesario extraer datos do su axpediente clinko y
aloctrdnico y tomar una muestra da sangre.

2.« Procedimientos

Sl acopta colaborar on esto estudio, se realizaran los sigulentes pasos:

Recoleccién de datos: So tomardn datos do estudios de laboratorio y procedimientos previos (biopsia renal) de su expedienta
dinico.

Muestra de sangre: Postoriormants se obtendrd una muesta de aproximadaments 10ml de sangre para su andlsis dentro del
laboratorio de inunoiogia do este hospital. Se determinara la concentracidn de alguncs elementos de la sangro que so akeran
an los padientes con nefritis lipica. Para obtenor osta muestra o5 NECesari que so presants con un periodo de ayuno de a
mencs 8 horas.

Andlisis de datos: Una vez reunida la Informacidn, se procesaran los datos obtenidos on programas estadisticos para establocer
ia relacién que exdste antre las diferontes mediciones realizadas.

3.- Posibles riesgos y molestias: Al momanto de realizar ka flebotomia, @3 decdir, la puncién an la vana par obtenar la muasta
de sangre, la mayoria de personas sienten un ligero dolor al momento de introduck la aguja. También se puede exparimentar
algo de sensacidn pulsatil on ol siio después do axtraer la sangro. Es Inusual quo so prasenton evenios adversos o dafio tras
una toma de muastra de sangra, sin ambargo, alguncs de los resgos son: hematomas (moretones), hamoragia (sangrado) leve,
deamayo o lpotimia e infeccidn dal sitio

4.- Posibles beneficios que recibird al participar: El andlsis do los resubados permird establocer sl la exprasion de estos
marcadores medidos on sangra os dferanta sogon la respuasta cbtenida con ol tratamiento iniclal do la enfermedad y valorar su
posibie utiidad como prucba para monitorear la avolucidn de e enformedad.

5.- Participacién o retiro: Se roitora que su particibacién es complatamente voluntaria y no condiciona de ninguna forma la
atoencidén que recibe nl a calidad de esta. S| decide participar debord fimar ol consentimionto idormado de forma
comespondionta. S en algin momento durante of estudio decide dajar de participar, puede rotirar sus datos sin que esto afecte la
atencién que recibe nl i calidad do asta.

6.« Privacidad y confidencialidad: La Informacién que se recupere de su axpadiento y se recabe on las consultas sord tratada
confidenciaimenta, al igual que los resultados del andlisis de sus prusbas. En caso de publicar los resultados de esto estudo (an
conferencias o on revistas de Indole médico), no s usard informacién que revele su identidad. Esta se mantendrd oculta en todo
momento. Al ingresar al estudio se lo asignard un nOmero do participante que serd usizado en nuestra base de datos pam
idantiicario y asl resguardar su identidad.

7.« Personal de contacto para dudas, aclaraciones o comentarios sobre ol estudio: Si Sene proguntas 0 comentarios sobeo
ol estudio, puede comunicarse, do 9:00 a 14:00h de lunes a viernes, con o Or. Josd Daniel Judrez Villa o ol Dr. Francisco
Eugenio Rodriguez Castellanos, Investigadores responsables de este proyecto, al toldfono 5555732611 et 24410 o
dectamento en of sarvicio de Nefrologia do esto hospital.

Sl usted tione dudas o preguntas sobro sus derachos a participar en un estudio de Investigacidn, puede comunicanse con los
responsables do la Comisidn de Etica an Invessgacidn dol Insstuto Nacional de Cardiologia, a los Tal. 5555732611 ext. 24410, do
9:00 a 16:00h.

Formulario 501-55

o1M12021

Hoja1de2
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| SALUD Nt e g gt

Renacimiento de la excelencia

SECRETARIA DE SALUD

DIRECCION DE INVESTIGACION
PROPUESTA DE PROYECTO DE INVESTIGACION
Declaracién de consentimiento informado:
El parsonal que paricipa on ol desarrollo de este estudio me ha explicado con daridad en que consiste ol mismo. He tenido
oporunidad de maniiestar mis dudas y han sido resueltas de forma sasstactoria. He leide o algulen me ha leido of contenido do
oste documanto. Se me ha dado una copla de este formato. Al firmar este documento, estoy de acuerdo on participar an la
Irvestigacién que aqul se describe y que los datos oblonidos sean wsados on fnuras vestigaciones.

Nombro dol Particpanse Toldtono #do parscipanio

Firma dal Participanto Focha

Lo ho explcado ol estudio do nvestigacidn al participants y ho comtestado todas sus proguntas. Considero que comprendid la
Informacién descrita on este documanto y librementa da su consendmionto a participar on @s% estudio de Invessgacian.

Nombra del ancargado de obtaner Tolsdono
ol consentimiento informado

Firma dal encargado de obsenar ol consentimionto Focha

M fima como testigo cortifica que o¥la particibanta Srmd este formato de consentimiento informado an mi presencia, de manem
voluntaria.

Nombeo y firma del testigo 1 Fecha Telétono
Nombea y fiema del testigo 2 Fecha Telétono
Formulario 50155

01112021

Hoja2de 2
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ANEXO 2: CRONOGRAMA DE ACTIVIDADES
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