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CAPITULO |

INTRODUCCION
La enfermedad inflamatoria amigdalina es una patologia frecuente que se puede
presentar como cuadros de amigdalitis aguda de repeticion o hipertrofia amigdalina
cronica, siendo esto una causa importante de morbilidad en los ninos. En los
Estados Unidos aproximadamente el 10% de los antibidticos prescritos son por
faringoamigdalitis aguda.
El objetivo del presente estudio fue estimar la contribucién relativa de los factores
inmunogenéticos y microbioldgicos en el desarrollo de amigdalitis recurrente en una
poblacidon mexicana.
Se incluyeron 138 pacientes consecutivos con amigdalitis recurrente/cronica,
clinicamente confirmados y con indicacién para amigdalectomia de acuerdo con los
criterios de la Academia Americana de Otorrinolaringologia y Cirugia de Cabeza y
Cuello. Los pacientes se reclutaron en el Hospital Universitario “Dr. José E
Gonzalez” de la Universidad Auténoma de Nuevo Ledn y en el Hospital de Alta
Especialidad Materno-Infantil de la Secretaria de la Secretaria de Salud del Estado
de Nuevo Leon.
La media de edad de los pacientes fue 6.05 afos + 3.0 en los pacientes masculinos
y media de edad 5 + XX afios en los pacientes femeninos. El rango de edad fue de
1 a 15 afnos. Se incluyeron 195 sujetos no relacionados como controles, mayores
de 18 afos sin historia clinica de enfermedad amigdalina.
Para evaluar la contribucién microbiana se obtuvieron muestras de la superficie

amigdalina para cultivo en ambos grupos (casos y controles) y muestras del tejido
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producto de la amigdalectomia para cultivo en los casos. También fue evaluada la
produccién de biopelicula por las bacterias aisladas.

Para valorar el componente inmunogenético, se obtuvo el ADN de los leucocitos de
sangre periférica obtenida de los sujetos de ambos grupos, y se llevo a cabo la
tipificacién del polimorfismo de un simple nucleétido (SNP, por sus siglas en inglés)
factor de necrosis tumoral alfa (TNF) — 308 G/A (TNF alfa -308 G/A) y para el SNP
de la interleucina (IL) 1beta -31C/T(IL1B -31C/T).

En los sujetos control se asilé microbiota normal en todos ellos. En el grupo
pacientes, las especies patbgenas mas frecuentes detectadas fueron
Staphylococcus aureus (48.6% 67/138) y Haemophilus influenzae (31.9% 44/138),
que se encontraron con mayor frecuencia en muestras de pacientes que en
muestras de los sujetos sanos (p <0,0001). Es importante destacar que 41/54
(75.9%) de los aislamientos de S. aureus fueron productores de biopelicula (18
débiles y 23 fuertes), mientras que 17/25 (68%) de H. influenzae fueron productores
de biopelicula (10 débiles y 7 productores de biopelicula fuertes).

Los pacientes con al menos una copia del alelo IL1B-31 * Ctuvieron un mayor riesgo
de amigdalitis recurrente (OR = 4,03; IC del 95% = 1,27-14,27; P = 0,013).

No hubo diferencia entre los genotipos de TNFA-308 entre los grupos. Cuando se
consideroé la presencia de IL1B-31 * C mas S. aureus, IL1B-31 * C mas productor
de biopelicula de S. aureus, IL1B-31 * C mas H. influenzae o IL1B-31 * C mas H.
influenzae, el OR tiende a infinito. Asi, la presencia del alelo IL1B-31 * C mas la
presencia de S. aureusy / o H. influenzae podria estar relacionada con el desarrollo

de amigdalitis en esta poblacién mexicana en particular.



CAPITULO II

MARCO TEORICO

Antecedentes indirectos

Antecedentes generales
La enfermedad inflamatoria amigdalina es una entidad infantil que involucra el
parénquima de las amigdalas palatinas. Es una patologia frecuente que se puede
presentar como cuadros de amigdalitis aguda de repeticion y/o hipertrofia
amigdalina croénica, siendo una causa importante de morbilidad. Existen pocos
estudios sobre la prevalencia de la enfermedad y se ha reportado que varia entre
11.7% y 12.1% de acuerdo con la diferentes poblaciones.
La definicion de enfermedad recurrente puede variar, pero los criterios utilizados
actualmente son el desarrollo de 5 0 mas episodios de amigdalitis verdadera al afio,
los sintomas recurrentes durante al menos un afno y los episodios que son
incapacitantes y que impiden el funcionamiento normal (1)
Un episodio de amigdalitis infecciosa se define como dolor faringeo y uno o mas de
los siguientes sintomas: fiebre igual o mayor a 38.3° C, adenopatia cervical,
exudado amigdalino, y prueba positiva para Streptococcus pyogenes, el cual es
reportado como el agente causal bacteriano numero uno de faringitis, aunque otras
especies bacterianas pueden producir también faringitis, tales como los
Estreptococos de beta-hemoliticos de los grupos C y G, Arcanobacterium, Neisseria

gonorrhoeae, su frecuencia es menor (2).



La mayoria de las enfermedades de las vias respiratorias superiores en la infancia
tienden a mejorar con el tiempo; sobre todo con la maduracién del sistema inmune,
aunque la amigdalitis recurrente no se resuelve espontaneamente y requiere
tratamiento. Esta enfermedad se presenta con mayor frecuencia en pacientes
menores de 15 afos, aunque puede presentarse también en la edad adulta, su

frecuencia es mucho menor.

Tratamiento de la enfermedad inflamatoria amigdalina

Las opciones disponibles para el tratamiento de la enfermedad recurrente son la
atencién quirdrgica (amigdalectomia) y médica con resultados muy similares (3).
Algunos casos no se resuelven llegando a requerir de cirugia y de acuerdo con
guias practicas de la Academia Americana de Otorrinlaringologia y Cirugia de
Cabeza y Cuello (AAOC&C). En general, se recomienda una amigdalectomia
cuando un paciente presenta:

[] 7 episodios en el ultimo afo

[l 5 episodios por afo en los ultimos 2 afos

[ 3 episodios por aio en los ultimos 3 afios.

Agentes causales
La amigdalitis recurrente se ha relacionado con una amplia variedad de agentes
infecciosos (4), siendo los mas comunes S. pyogenes, seguidos por los
estreptococos beta hemoliticos de los grupos C y G;, aunque también se ha

asociado a la presencia de Staphylococcus aureus'y Haemophilus influenzae (5-7).



Staphylococcus aureus

El género Staphylococcus son un amplio grupo de bacterias Gram-positivas, cuyo
didmetro es entre 0.5 y 1.5 micras. Se caracterizan porque se dividen en
agrupaciones que asemejan racimos de uva y, a la fecha, se han reportado 35
especies conocidas con 17 subespecies en el género Staphylococcus.

El género Staphylococcus tiene una gran capacidad de adaptacién, por lo cual
afectan a todas las especies conocidas de mamiferos, incluyendo a los roedores
comunes de laboratorio. Es por ello por lo que, gracias a su facil propagacion,
pueden transmitirse de una especie a otra, siendo frecuentes los casos humano-
animales y viceversa. De aqui surge la importancia de conocer mas acerca de este
patdgeno, ya que, ademas de los animales, los mecanismos de invasién abarcan
también fomites y el contacto de persona a persona.

Staphylococcus aureus, es una de las principales causas de infecciones en el
torrente circulatorio (BSI), infecciones de heridas e intoxicaciones ocasionadas por
alimentos. Estos brotes estan surgiendo de manera alarmante en la mayoria de los
paises industrializados. La patogenicidad de las infecciones por S. aureus se
relaciona con diversos componentes de la superficie bacteriana; de manera general,
los componentes de la bacteria son los peptidoglicanos y acidos teicoicos, ademas
de la proteina A. Asi pues, la patogenia provocada por este microorganismo surge
cuando se produce la combinacion de los factores de virulencia con la disminucion
de las defensas del huésped; estas condiciones propician que S. aureus posea
caracteristicas de virulencia y dafo particulares; aunado a esto, el patégeno ha ido

desarrollando multiple resistencia contra los antibiéticos, propiciando que cada vez



sea mucho mas dificil el tratamiento de las enfermedades ocasionadas por esta

bacteria

Haemophilus influenzae
H. influenzae, es un cocobacilo Gram negativo, del cual se han descrito 6 serotipos
en base a su polisacarido capsular. Estos serotipos son los a, b, c, d, e, f.
Especificamente el serotipo tipo b, se asocia al desarrollo de infecciones graves, en
particular en nifos pequefos. Puede provocar muchos tipos enfermedades
invasivas tales como meningitis, neumonia, celulitis, artritis séptica y epiglotitis. El
anico reservorio conocido de H. influenzae esta en los humanos, quienes la pueden
portar sin estar enfermos. Esta bacteria vive en la nasofaringe de sujetos sanos y
su presencia en este sitio sirve como fuente de transmisién de la bacteria a otros
individuos Se propaga por el aire, a través de gotitas emitidas por la respiracion de

personas enfermas o incluso de sujetos sanos.

Formacion de biofilm
Las bacterias que se adhieren a los dispositivos médicos implantados o al tejido
dafnado pueden convertirse en la causa de infecciones persistentes. Estas bacterias
se encierran en una matriz hidratada de polisacaridos y proteinas, formando una
capa viscosa conocida como biopelicula. EI examen microscépico directo de
superficies colonizadas en las amigdalas muestra densos agregados de bacterias

unidas por polimeros extracelulares difusos.



La formacién de biopelicula es importante porque este modo de crecimiento esta
asociado con la naturaleza cronica de las infecciones posteriores y con su
resistencia inherente a la quimioterapia antibiética.

In vivo, los antibiéticos pueden suprimir los sintomas de la infeccion al matar a las
bacterias flotantes derramadas de la poblacién adjunta, pero no logran erradicar las
células bacterianas aun incrustadas en la biopelicula. Cuando la quimioterapia
antimicrobiana se detiene, la biopelicula puede actuar como un nidus para la
recurrencia de la infeccién. Las infecciones de biopelicula generalmente persisten
hasta que la superficie colonizada se extirpa quirirgicamente del cuerpo (8).

Se ha reportado que las bacterias involucradas en el desarrollo de amigdalitis
recurrente son capaces de formar biopelicula (9) pero debido a la escasez de
controles adecuados no se ha podido concluir que este factor sea la causa

especifica para la enfermedad amigdalina recurrente.

Inmunogenética de la enfermedad

En el desarrollo de amigdalitis recurrente, el factor bacteriano juega un papel
importante, pero puede no ser el Unico, porque ciertos antecedentes genéticos
pueden estar relacionados con una inflamacién mas severa. Variantes genéticas de
citocinas pueden alterar la respuesta inflamatoria, y varios genes que codifican las
citoquinas pro-inflamatorias.

Una de las citocinas mas importantes en la respuesta inflamatoria es el Factor de
Necrosis Tumoral Alfa (TNFa), el cual tiene un papel central en la patogénesis de

diversas enfermedades. Aun cuando, el TNFa es una citoquina fundamental en los



mecanismos normales de la inmunidad innata y adquirida, su sobreexpresion
parece jugar un papel central en una gran variedad de patologias.

Se ha descrito que la participaciéon de polimorfismos genéticos de citoquinas, entre
éstos, algunos de los que afectan a TNFa, predisponen al desarrollo de
determinadas enfermedades como consecuencia de un posible aumento de la
actividad transcripcional de los genes que las codifican.

De los polimorfismos genéticos descritos para TNFa, se ha descrito uno que afecta
a la posicién -308 de su region promotora ya que altera las secuencias reguladoras
de la transcripcion. Este polimorfismo define alelos que se ha asociado con la
presencia y/o severidad de algunas enfermedades infecciosas, autoinmunes,
inflamatorias y otros estados patolégicos.

En este sentido, se ha descrito polimorfismos de un solo nucleétido ( TNFA)-308G /
A (rs1800629), con la guanina (G) como variante comun y la adenina (A) como la
menos comun. El alelo TNFA-308A muestra una transcripcion génica de 6 a 7 veces
superior al comparado con el alelo G comun (10, 11).

El TNFa es una molécula secretoria no glicosilada, de 17 kDa, que deriva de una
de 26 kDa producida principalmente por macréfagos. En condiciones fisiologicas,
forma un homotrimero de 55 kDa, no-covalentemente estabilizado (12). Posee 2
receptores de transmembrana, uno de 55 kDa y otro de 75 kDa.

El TNFa es un agente clave en la inmunidad del huésped, con actividad antitumoral,
antiviral y antimicrobiana. Induce crecimiento tisular, diferenciacién de tejidos e

inmunorregulacion.



Interleucina-1 B
La interleuquina-1 (IL-1) es un miembro importante del grupo de las citoquinas pro
inflamatorias. Pertenece a una supe familia de citoquinas relacionadas que lleva su
nombre, de las cuales se conocen tres agonistas (IL-1a, IL-18 e IL-18) y un
antagonista del receptor (IL-1Ra).
La IL-1 tiene actividad biol6gica mediante la induccién de genes que codifican para
la ciclooxigenasa tipo 2 (COX2), la fosfolipasa A tipo 2 (PLAT2) y el 6xido nitrico
sintetasa inducible (INOS). Las consecuencias biol6gicas de esta induccion se
traducen en una franca respuesta inflamatoria.
La IL-1 se une a dos receptores especificos, cuando lo hace con el receptor tipo |
(IL-1RI) desencadena una via de sefalizacion intracelular que incluye la
fosforilacién proteica mediada por quinasas conocidas como IRAKs (quinasas
asociadas al receptor de IL), y que es responsable de los efectos biolégicos de la
citoquina. Por otro lado, la unidn al receptor tipo 1l (IL-1RII) no desencadena ninguna
sefal.
Los genes de la mayoria de los miembros de la familia de IL-1 se encuentran
localizados en el brazo largo del cromosoma 2. Los loci polimérficos de estos genes
parecen estar implicados en una amplia gama de enfermedades, aunque los
resultados son motivo de controversia. Particularmente, el SNP -31C / T
(rs1143627) en el promotor del gen de la Interleucina (IL) 1B se ha asociado con
una inflamacién mas fuerte en multiples poblaciones, incluida la poblacion mexicana

(13-15).



Antecedentes directos
Se han reportado polimorfismos genéticos como factores de riesgo para el
desarrollo de amigdalitis recurrente, pero la evidencia no es lo suficientemente
fuerte (1). Por ejemplo, un estudio de casos y controles indic6 que la atopia parental
y la historia de la amigdalectomia parental predecirian la tonsilitis subsiguiente en

sus hijos (16).
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CAPITULO Il

JUSTIFICACION

La enfermedad inflamatoria amigdalina es una patologia frecuente que se puede
presentar como cuadros de amigdalitis aguda de repeticion o hipertrofia amigdalina
cronica, siendo esto una causa importante de morbilidad en los nifios.

Se conoce poco sobre la etiopatogenia de dicha enfermedad, siendo el componente
inmunopatogénico algo poco estudiado,

Por medio de la obtencion del ADN de los leucocitos de sangre periférica se puede
evaluar este factor, mediante la tipificacion del polimorfismo de un simple nucleétido
(SNP), como lo es factor de necrosis tumoral alfa (TNF) — 308 G/A (TNF alfa -308
G/A) y para el SNP de la interleucina (IL) 1beta -31C/T (IL1B -31C/T).

A lo anterior, la presencia sumada de especies patégenas como Staphylococcus
aureus y Haemophilus influenzae podria estar relacionada con el desarrollo de

amigdalitis en esta poblacién mexicana en particular.
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CAPITULO IV

OBJETIVOS

Objetivo primario
Determinar si existe una asociacion entre la presencia de los polimorfismos
genéticos TNF-a 308 G/A, y la IL1-8 -31 C/T, con el desarrollo de enfermedad

inflamatoria amigdalina.

Objetivos secundarios
Determinar la microbiota presente en amigdalas en los pacientes de estudio.

Genotipificar los polimorfismos en, TNF-a, e IL-1 b.

12



CAPITULO V

HIPOTESIS

Los polimorfismos genéticos de un simple nucleétido del TNF-a, e IL-1[3, se asocian

a una respuesta inflamatoria exagerada que favorece el desarrollo de enfermedad

amigdalina.
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CAPITULO VI

MATERIALES Y METODOS

Disefio metodoldgico del estudio
Disefiamos un estudio observacional, transversal, comparativo, prospectivo, no

ciego, de Casos y Controles.

Sitio del estudio
El estudio fue realizado en el Hospital Universitario “Dr. José Eleuterio Gonzalez”,
Un hospital de ensefanza de 450 camas con un promedio de 22,000 egresos

anuales.

Bioética
El estudio fue aprobado por el comité de ética local con el numero OTI-007. Todos

los participantes firmaron consentimiento informado previo aleatorizacion

Poblacion de estudio
Se incluyeron 138 pacientes no relacionados con la amigdalitis recurrente
clinicamente confirmada y una indicacién de amigdalectomia segun la Academia
Americana de Otorrinolaringologia-Cirugia de Cabeza y Cuello (2, 17) (media de
edad 6.05 anos = DE, 3.00, rango de edad: 1-15 afios. También se investigaron
195 sujetos sin antecedentes clinicos de amigdalitis recurrente como controles

(media de edad = 28,18 afos * DE, 10,26, rango de edad: 18-68 afnos). Todos los
14



controles tenian mas de 18 anos para minimizar el riesgo de amigdalitis recurrente.
El tiempo de reclutamiento fue de abril de 2015 a abril de 2016.

Los pacientes fueron incluidos de agosto de 2014 a mayo de 2015 en los hospitales
de Nuevo Ledn, México. Este estudio se realizd con la aprobacién del Comité de
Etica Local de hospitales: Hospital Universitario "Dr. José Eleuterio Gonzalez",
Universidad Auténoma de Nuevo Ledn (Aprobaciéon OTI-007) y Hospital Materno
Infantil de Alta Especialidad, Secretaria de Salud de Nuevo Ledén (Aprobacion
062/2014).

Se obtuvo el consentimiento informado por escrito de todos los sujetos y pacientes.
Cuando lo ameritaba, el consentimiento informado por escrito se obtuvo de

cuidadores, o tutores en nombre de los menores inscritos en este estudio.

Criterios de seleccién de pacientes
Criterios de inclusion
Fueron incluidos todos los pacientes entre 1y 15 afios de edad con diagnéstico de
amigdalitis aguda de repeticion o hipertrofia amigdalina crénica que cumplan los
criterios para amigdalectomia segun la Academia Americana de
Otorrinolaringologia y Cirugia de Cabeza y Cuello.
Se incluyeron a los pacientes cuyos padres o tutores aceptaron la participacion en
el estudio mediante un consentimiento informado que incluye informacion sobre

estudios con ADN de los pacientes.
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Criterios de exclusion
Se excluyeron los pacientes que no cumplieron con los criterios para
amigdalectomia segun la Academia Americana de Otorrinolaringologia, pacientes
cuyos padres o tutores no aceptaron participar en el estudio y pacientes que
cumplieron los criterios para amigdalectomia, pero que ésta no pueda ser llevada a

cabo por otra raz6n médica que no sea enfermedad amigdalina

Criterios de eliminacién
Fueron eliminados los pacientes 6 sus padres o tutores que no desearon continuar

en el estudio

Examenes microbiolégicos
De todos los sujetos control, se obtuvo un cultivo de hisopo de las amigdalas para
la evaluacion microbiologica. De los pacientes con amigdalitis recurrente, las
amigdalas extraidas (parcialmente maceradas) y los hisopados de amigdalas se

cultivaron por métodos estandar.

Produccion de biopelicula
La produccion de biopelicula de los aislamientos de S. aureus y H. influenzae se
semicuantifico espectrofotométricamente a una densidad 6ptica de 595 nm (OD595:
OD595 <0,12, no productores de biopelicula, 0,13 <OD595 <0,24, De biopelicula y
OD595> 0,25, Fuertes productores de biopelicula) después de la tincion de cristal
violeta de acuerdo con los métodos informados anteriormente para S. aureus (18)

o para H. influenzae (19, 20).
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Se emplearon las cepas de control S. aureus (ATCC 29213, productor fuerte de
biopeliculas), Escherichia coli (ATCC 25922, productor débil de biopelicula) y
Staphylococcus hominis (ATCC 27844).

Todos los aislamientos se ensayaron por cuadruplicado en dos experimentos

diferentes llevados a cabo en dias diferentes.

Extraccién del ADN genémico humano
El DNA gendmico humano se extrajo de 250 mL de sangre completa, la cual se
suspendié en amortiguador de lisis (100 mM Tris-HCI [pH 8.0], 5 mM EDTA, 0.2%
duodecil sulfato de sodio [SDS], 200 mM NaCl). El DNA se extrajo dos veces en un
volumen de una mezcla de fenol-cloroformo-alcohol isoamilico (25:24:1), y la fase
superior se precipitd con etanol al 100% y se lavo dos veces con etanol al 70%. El

DNA se dej6 secar al aire y se resuspendio en 200 ul de amortiguador Tris-EDTA.

Deteccioén del polimorfismo -308 en el gen TNF-A y el -31 en el gen IL-1B
Los genotipos TNFA-308 (G / A), y ILB-31 (C / T) y se determinaron mediante
pirosequenciacion. La PCR se realizd con condiciones estandar utilizando
iniciadores descritos previamente. Los productos de PCR biotinilados se
inmovilizaron en perlas paramagnéticas de Sepahrosa recubiertas con

estreptavidina.
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El DNA en las perlas se desnaturalizé con NaOH 0,5 M y se afiadieron a 45 pul de
buffer con el primer de secuenciacién. Todas las reacciones se secuenciaron con

un PSQ 96MA (Pyrosequencing AB Suecia) (21).
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CAPITULO VII

ANALISIS ESTADISTICO

Se determiné si la frecuencia genética de los sujetos control se encontraba en
equilibrio de Hardy-Weinberg mediante una prueba de chi cuadrada.

Se determiné si existian diferencias estadisticamente significativas mediante las
pruebas de t de Students de 2 colas, chi cuadrada o la prueba exacta de Fisher.
Se consideré significativo un valor de P <0,05. El odds ratio (OR) y el
correspondiente intervalo de confianza del 95% (IC del 95%) se calcularon utilizando
la version 20.0 del software SPSS Statistics (IMB Corporation). Se utilizé el modelo

dominante de la herencia para el analisis.
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CAPITULO VIII

RESULTADOS

Resultados Microbiolégicos

Se encontr6 flora normal, sin patdégenos potenciales, en los cultivos de los controles.
En los casos, y considerando tanto el cultivo de raspado de amigdalas y de
amigdalas extraidas, las especies detectadas con mayor frecuencia fueron S.
aureus y H. influenzae. Esta diferencia fue significativa cuanto se comparé con el
grupo control (p < 0.0001). Los cultivos de las amigdalas extraidas presentaron
mayor diversidad y cantidad de patdgenos potenciales; los patdégenos mas
frecuentes fueron S. aureus (67/138; 48.6%), H. influenzae (44/138; 31.9%) y S.
pyogenes (21/138; 15.2%) (Tabla1). Se seleccionaron al azar 54 cultivos de S.
aureus para evaluacién de biopelicula y se detectd que 41/54 (75.9%) fueron
productores de ésta (18 débiles y 23 fuertes). De los cultivos de H. influenzae, 25
fueron elegidos al azar para evaluacion de biopelicula, 17/25 (68%) eran

productores (10 débiles y 7 fuertes).

Asociaciones genotipicas y alélicas

La distribucién de alelos y genotipos se muestra en la tabla 2. Las frecuencias
genotipicas se encontraban en equilibrio Hardy-Weinberg para todos los loci
estudiados. Pacientes con al menos una copia del alelo IL1B31*C tuvieron mayor
riesgo para amigdalitis (RM = 4.03; 95% IC 1.27 — 14.27; p 0.013). No hubo
diferencia significativa para el locus TNFA-308.
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Considerando el alelo mutado /IL1B31*C en el grupo control, el poder de nuestro
analisis (alfa = 0.05) fue de 0.9853 en 138 casos y 195 controles. Cuando
consideramos la presencia de IL1B31*C més S. aureus; IL1B31*C mas S. aureus
productor de biopelicula; IL1B31*C mas H. influenzae; IL1B31*C mas H. Influenzae

productor de biopelicula, la razén de momios se proyectaba al infinito (Tabla 3).
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CAPITULO IX

DISCUSION
En este estudio se pretendié analizar las contribuciones inmunogenéticas vy
microbiolégicas para desarrollar amigdalitis de repeticion. Aunque los cultivos
extraidos de aplicador 6 del tejido amigdalino del mismo paciente fueron
consistentes en el 60% de los pacientes, el 40% restante de los cultivos extraidos
de las amigdalas tendian a tener mayor en numero y diversidad de especies,
incluyendo especies patdgenas. El S. aureus intracelular ha sido reportado como la
mayor causa de amigdalitis recurrente, sugiriendo que utiliza su localizacién
intracelular para evadir el efecto de los antibi6ticos y la respuesta inmune del
hospedero (22). Esto podria explicar la discrepancia entre los cultivos extraidos de
los hisopos y de las amigdalas en algunos casos, ya que las bacterias podrian estar
en células de capas mas profundas del tejido, y no podrian ser detectadas cuando

la muestra se toma de superficie de la amigdala con un hisopo.

De forma interesante, en los sujetos control se detecté Unicamente microbiota flora
normal no patégena. Este dato puede ser explicado porque en este trabajo se
incluyeron cuidadosamente solo sujetos control que no tenian antecedentes de
amigdalitis de repeticidbn y que eran mayores de 18 afos, lo cual sobrepasa el
periodo de riesgo para presentar amigdalitis recurrente. Ademas, el método de toma
de muestra de los sujetos control fue solo por raspado superficial de amigdalas con

hisopo, lo que podria omitir las bacterias intracelulares en capas mas profundas o
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aquellas que se encuentren en criptas profundas. No se tomaron biopsias de los

controles por consideraciones éticas.

Todos nuestros casos fueron pacientes pediatricos (media de edad, 5 afnos),
mientras que los controles fueron todos mayor de 18 afios (media de edad, 28 afnos).
Se incluyeron sujetos control de mayor edad para minimizar el riesgo
inmunogenético de presentar amigdalitis recurrente en el futuro.

En estudios de casos y controles, las Unicas variables deben ser las que estan bajo
estudio y se debe evitar el manejo diferencial entre el control y los grupos de casos.
Sin embargo, debido a razones éticas, no se realizaron biopsias en los controles.
Los cultivos extraidos de las amigdalas facilitaron la deteccion de méas especias
bacterianas, incluyendo especies patégenas potenciales. Si s6lo consideramos los
cultivos del raspado de amigdalas con hisopo, al comparar con los sujetos control,
los porcentajes de potenciales patdgenos son mas bajos, pero igualmente
significativos.

Sobre todo, las especies bacterianas patdgenas mas frecuentes fueron S. aureus'y

H. influenzae, lo cual es consistente con lo encontrado en la literatura (22, 23).

El impacto de la formacién de biopelicula ha sido previamente reportado en un
estudio de casos y controles, en el cual incluyeron 20 pacientes con amigdalitis
recurrente y 20 pacientes sin antecedente de amigdalitis en los ultimos 2 afos. La
prevalencia de la biopelicula, analizada por microscopia electronica, fue
significantemente mas alta en la poblacién con amigdalitis recurrente (24).

De manera similar, otro estudio, en donde H. influenzae fue el patbgeno mas

frecuentemente encontrado en pacientes con amigdalitis, propone que la formacién
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de biopelicula podria tener un rol etiopatogénico importante en reacciones
inflamatorias crénicas de las mucosas (23).

En este escenario, la presencia de S. aureus y H. influenzae, especialmente en
biopeliculas, podrian estar involucrados en el desarrollo de una enfermedad
inflamatoria amigdalina y un antecedente genético proinflamatorio, podria aumentar
dicho riesgo.

La respuesta inmune regulada genéticamente parece tener un involucro crucial en
la intensidad de dafno a las amigdalas (25). Encontramos una asociacion entre la
presencia del alelo IL1B31*C (en homocigotos y heterocigotos) y el desarrollo de
amigdalitis recurrente. Cuando anadimos el factor bacteriano (S. aureus y H.
Influenzae) ademas de la produccion de biopelicula, la RM se eleva al infinito.

Con estos resultados, nuestra hipétesis es que bajo una respuesta inflamatoria
condicionada genéticamente (por el alelo IL1B31*C) y la infeccion por S. aureus'y
H. influenzae, condicionan a se presente amigdalitis recurrente. En nuestro
conocimiento, ningun otro estudio ha mostrado esta asociacién.

Uno de pocos estudio que ha analizado la presencia de polimorfismo del receptor
Tool-like (TLR) 4-T399I, esta asociado con una reduccién a la mitad de ser portador
de H. Influenzae (RM = 0.38, 95% IC = 0.15 a 0.96, p = 0.038); resaltando que la
genética de la respuesta inmune del hospedero puede estar involucrada
importantemente en la susceptibilidad a presentar infecciones comunes vy
enfermedad amigdalina (26).

La principal limitacion de este estudio, es que no se incluyeron medios de cultivo
para bacterias anaerdbicas y éstas podrian estar involucradas en la amigdalitis

recurrente.
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CAPITULO X

CONCLUSION
Nuestros resultados sugieren que la presencia del alelo IL1B31*C puede ser un
factor de riesgo para presentar amigdalitis, especialmente cuando especies como
S. aureus o H. Influenzae estan presentes. Si este hallazgo es confirmado en otra
poblacion distinta a la mexicana, podria ser utilizado para detectar pacientes en

riesgo para amigdalitis de repeticion.
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Tabla 1. Evaluaciéon microbioldgica de las amigdalas extraidas y del hisopado

CAPITULO XI

ANEXOS

de superficie amigdalina de todos.

No. de microorganismos aislados Amigdalas extraidas n=138 (%) Hisopado amigdalino n=138 (%)
1 69 (50.0) 70 (50.7)
2 37 (26.8) 26 (18.8)
3 12 (8.7) 7 (5.1)
Microrganismo aislado

Microbiota Normal 20 (17.4) 35 (25.4)
Staphylococcus aureus 67 (48.6) 56 (40.6)
Haemophilus influenzae (31 9) 31 (22.5)
Streptococcus pyogenes 1(15.2) 16 (11.6)
Pseudomonas aeruginosa 0(7.2) 10(7.2)
Enterobacter cloacae 5(3.6) 4(2.9)
Streptococcus agalactiae 5(3.6) 2(1.5)
Citrobacter freundii 4 (2.9) 6 (4.3)
Klebsiella pneumoniae 4 (2.9) 4 (2.9)
Streptococcus hemolitico Grupo B 4 (2.9) 3(2.2)
Streptococcus pneumoniae 3(2.2) 1(0.7)
Candida spp. 2(1.5) 2(1.5)
Klebsiella oxytoca 1(0.7) 2(1.5)
Pantoea agglomerans 1(0.7) 2(1.5)
Burkholderia cepacia 1(0.7) 1(0.7)
Acinetobacter baumannii 2(1.5 0(0.0)
Serratia plymuthica 1(0.7) 0(0.0)
Pseudomonas pseudoalcaligenes 1(0.7) 0(0.0)
Chryseobacterium indologenes 1(0.7) 0(0.0)
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Tabla 2. Frecuencias alélicas y genotipicas de TNFA-308G/Ay IL1B-31C/T en

amigdalitis recurrente y sujetos controles.

. L. o
Frequencia genotipica n (%) Frequencia alelica Odds ratio (95% CI) P
IL1B-31C/T cC cT TT C T
56 (40.6) | 78 (56.5)
Casos (n=138) 4(2.9) 4.03 (1.27-14.27) 0.013
0.69 0.31
81 (42.6) | 93 (48.9)
Controles (n=195) 21 (11.1) 0.65 0.35
TNFA-308G/A AA GA GG A G
0(0.0) 21(15.2) | 117 (84.8)
Casos (n=138) 0.08 0.92 NS
2(11) | 54(284)
Controles (n=195) 139 (73.2) 0.15 0.85

Tabla 3. Odds ratios (OR) con 95% de intervalo de confianza (ICs) para factores

de riesgo.
IL1B-31 ’ﬁéB'? IL1B-31 *C + S. 1’5073'H IL1B-31 *C + H.
*C +9- 1 qureus productor .3 fl +1- 1 influenzae productor
aureus de biopelicula influénzae de biopelicula
(Cniﬁ%%) 134 | 677134 38/52 34/134 15/25
Controles 174 0/174
(n=195) 0 0 0
4.03(1.27- w
OR (95% 14.27), |~ (39.21-
. (14.436-=), 0.0 | (12.387- © (4.46-=), 0.0
IC), P 0.013 ), 0.0 ). 0.0

27



CONSENTIMIENTOS INFORMADOS

ESCRITO PARA EL ASENTIMIENTO PARA MENORES DE 12 ANOS

"SE ENCUENTRAN LOS POLIMORFISMOS GENETICOS DEL RECEPTOR
TOLL-LIKE 4 (TLR4 ASP299GLY), DEL FACTOR DE NECROSIS TUMORAL -
ALFA (TNF-A 308 G/A), DE LA INTERLEUCINAS -1B (IL1B-31 C/T), 8 (IL8-
251A/T), Y 10 (10-1082 G/A) ASOCIADOS AL DESARROLLO DE
ENFERMEDAD INFLAMATORIA AMIGDALINA"

Hola, mi nombre es DR. BALTAZAR GONZALEZ ANDRADE y yo soy un
investigador de la Facultad de Medicina y Hospital Universitario de la UANL, que
esta tratando de aprender si los genes de las personas influyen en las infecciones
de las anginas (amigdalas palatinas). Los genes son una parte de las células de tu
cuerpo que se pasan de los padres a los hijos y hacen que las personas sean
diferentes (color de ojos, de piel, altura, etc.)

El motivo de este estudio es saber si ciertos cambios en estos genes producen que
los nifos tengan infecciones mas frecuentes en las anginas o padezcan de anginas
crecidas.

Se te pide estar en este estudio porque con tu participacién podremos entender
mejor porque unos nifos se enferman mas que otros.

Yo seré el responsable de este estudio y que se hara en el Servicio de
Otorrinolaringologia y Cirugia de Cabeza y Cuello, que es el lugar en donde se
revisan los oidos, la nariz y la garganta, de el Hospital Universitario "José Eleuterio
Gonzéalez" y el Hospital Regional Materno Infantil de Alta Especialidad.

¢En qué vas a participar? Cuando se esté haciendo la cirugia para quitarte las
anginas, se te tomara una muestra de sangre, que no te va a doler, esto es para
estudiar tus genes.

Para mantener todo en privado (en secreto), tu nombre no sera utilizado de las
hojas en las que estaran la informacion que nos des. En lugar de tu nombre
aparecera un numero secreto.

Tus padre (s) han dicho que esta bien que participes en este estudio de
investigacion. Tu no tiene que estar en este estudio si no quieres. Puedes cambiar
de opinion en cualquier momento antes de decirle a tu mama, papa o a el Ayudante
de Investigador o Investigador.

No, no quiero estar en este estudio.

Si, quiero estar en este estudio.
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Fecha

Nombre del Nifno Edad

Declaracion de los Padres o tutores.

Fecha Firma del Padre o Tutor Nombre en letra de molde
Fecha Firma del Madre o Tutor Nombre en letra de molde
Fecha Firma del Primer Testigo Nombre en letra de molde
Relacion del Primer Testigo con la Sujeto del Estudio Direccion
Fecha Firma del Segundo Testigo Nombre en letra de molde
Relacion del Segundo Testigo con la Sujeto del Estudio Direccion

Declaracion de la persona que lleva a cabo la discusion del Asentimiento.

1.

He explicado todos los aspectos de la investigacion al menor en la medida
de su capacidad de entender.
He respondido a todas las preguntas del sujeto en relacion con esta

El menor acepta participar en la investigacion.

Creo que la participaciéon del menor es voluntaria.

El Médico y el personal del estudio aceptan respetar el disentimiento fisico o
emocional del sujeto en cualquier momento de la investigacién cuando dicho
disentimiento sea relativo a algo que se hace unicamente con los fines de

2.
investigacion.
3.
4.
5.
esta investigacion.
Fecha

Firma de la persona que lleva Firma
Acabo el asentimiento.

29



ESCRITO PARA EL ASENTIMIENTO PARA MENORES DE 12-14 ANOS

"SE ENCUENTRAN LOS POLIMORFISMOS GENETICOS DEL RECEPTOR
TOLL-LIKE 4 (TLR4 ASP299GLY), DEL FACTOR DE NECROSIS TUMORAL -
ALFA (TNF-A 308 G/A), DE LA INTERLEUCINAS -1B (IL1B-31 C/T), 8 (IL8-
251A/T), Y 10 (10-1082 G/A) ASOCIADOS AL DESARROLLO DE
ENFERMEDAD INFLAMATORIA AMIGDALINA"

Los investigadores de Facultad de Medicina y Hospital Universitario de la
Universidad Autonoma de Nuevo Ledn estan realizando un estudio de investigacion
donde estamos tratando de aprender si 10s genes de las personas influyen en las
infecciones de las anginas (amigdalas palatinas). Los genes son una parte de las
células de tu cuerpo que se pasan de los padres a los hijos y hacen que las personas
sean diferentes (color de ojos, de piel, altura, etc.)

El motivo de este estudio es saber si ciertos cambios en estos genes influyen para
que los nifos tengan infecciones mas frecuentes en las anginas o padezcan de
anginas crecidas.

Se pide que los nifos participen en este estudio porque estas infecciones se
presentan mas en nifios que en adultos.

Seré el responsable de este estudio: Dr. Baltazar Gonzalez Andrade, Profesor de
Otorrinolaringologia y Cirugia de Cabeza y Cuello, me podran localizar en el teléfono
83-33-42-99 para cualquier duda o aclaracion.

El estudio se llevara a cabo en el Servicio de Otorrinolaringologia y Cirugia de
Cabeza y Cuello, que es el lugar en donde se revisan los oidos, la nariz y la
garganta, del Hospital Universitario "José Eleuterio Gonzélez" y del Hospital
Regional Materno Infantil de Alta Especialidad.

El estudio consiste en que cuando se esté haciendo la cirugia para quitarte las
anginas, se te tomara una muestra de sangre, que no te va a doler, esto es para
estudiar tus genes.

Toda la informacion personal que se te pregunte sera confidencial (secreta) y tus
padres no sabran lo que contestes.

Tu informacion se mantendra en privado (en secreto).

Sélo el investigador y tu sabran las respuestas a las preguntas. Las unicas personas
autorizadas a saber las respuestas son las personas que trabajan en este estudio.

Tus padre (s) han dicho que esta bien que participes en este estudio de
investigacion. Tu no tiene que estar en este estudio si no quieres. Puedes cambiar
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de opinion en cualquier momento antes de decirle a tu mama, papa o a el Ayudante
de Investigador o Investigador.

No, no quiero estar en este estudio.

Si, quiero estar en este estudio.

Fecha Nombre del Nifo Edad

Declaracion de los Padres o tutores.

Fecha Firma del Padre o Tutor Nombre en letra de molde
Fecha Firma del Madre o Tutor Nombre en letra de molde
Fecha Firma del Primer Testigo Nombre en letra de molde
Relacion del Primer Testigo con la Sujeto del Estudio Direccion
Fecha Firma del Segundo Testigo Nombre en letra de molde
Relacion del Segundo Testigo con la Sujeto del Estudio Direccion

Declaracion de la persona que lleva a cabo la discusion del Asentimiento.

1. He explicado todos los aspectos de la investigacidén al menor en la medida

de su capacidad de entender.

2. He respondido a todas las preguntas del sujeto en relacidn con esta
investigacion.
El menor acepta participar en la investigacion.
Creo que la participacién del menor es voluntaria.
El Médico y el personal del estudio aceptan respetar el disentimiento fisico o
emocional del sujeto en cualquier momento de la investigacion cuando dicho
disentimiento sea relativo a algo que se hace unicamente con los fines de
esta investigacion.

okw

Fecha Firma de la persona que lleva Firma
Acabo el asentimiento.
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ASENTIMIENTO PARA NINOS EN EDAD PRE-ESCOLAR

" SE ENCUENTRAN LOS POLIMORFISMOS GENETICOS DEL RECEPTOR
TOLL-LIKE 4 (TLR4 ASP299GLY), DEL FACTOR DE NECROSIS TUMORAL -
ALFA (TNF-A 308 G/A), DE LA INTERLEUCINAS -1B (IL1B-31 C/T), 8 (IL8-
251A/T), Y 10 (10-1082 G/A) ASOCIADOS AL DESARROLLO DE
ENFERMEDAD INFLAMATORIA AMIGDALINA"

Escrito para el asentimiento verbal

Hoy durante la cirugia para quitarte las anginas, voy a tomar una muestra de sangre,
que no te dolera, para poder estudiar una parte de tus células llamadas genes, estas
se pasan de los padres a los hijos y hace que las personas sean diferentes (por
ejemplo el color de los ojos, la altura, color de piel, etc.) Esto me ayudara a entender
porque unos nifios se enferman de las anginas (amigdalas palatinas) mas que otros.
¢ Es esto aceptable?

Encierre

Si No

Declaracion de los Padres o tutores.

Fecha Firma del Padre o Tutor Nombre en letra de molde
Fecha Firma del Madre o Tutor Nombre en letra de molde
Fecha Firma del Primer Testigo Nombre en letra de molde
Relacién del Primer Testigo con la Sujeto del Estudio Direccién
Fecha Firma del Segundo Testigo Nombre en letra de molde
Relacién del Segundo Testigo con la Sujeto del Estudio Direccién
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Declaracion de la persona que lleva a cabo la discusion del Asentimiento.

1.

He explicado todos los aspectos de la investigaciéon al menor en la medida
de su capacidad de entender.
He respondido a todas las preguntas del sujeto en relacion con esta

El menor acepta participar en la investigacion.

Creo que la participacién del menor es voluntaria.

El Médico y el personal del estudio aceptan respetar el disentimiento fisico o
emocional del sujeto en cualquier momento de la investigacion cuando dicho
disentimiento sea relativo a algo que se hace Unicamente con los fines de

2.
investigacion.
3.
4.
5.
esta investigacion.
Fecha

Firma de la persona que lleva Firma
Acabo el asentimiento.
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ESCRITO PARA EL ASENTIMIENTO PARA MAYORES DE 15 ANOS
1.- CONSENTIMIENTO INFORMADO

"SE ENCUENTRAN LOS POLIMORFISMOS GENETICOS DEL RECEPTOR
TOLL-LIKE 4 (TLR4 ASP299GLY), DEL FACTOR DE NECROSIS TUMORAL -
ALFA (TNF-A 308 G/A), DE LA INTERLEUCINAS -1B (IL1B-31 C/T), 8 (IL8-
251A/T), Y 10 (10-1082 G/A) ASOCIADOS AL DESARROLLO DE
ENFERMEDAD INFLAMATORIA AMIGDALINA"

Su hijo(a) ha sido invitado(a) a participar en este estudio de investigacion. Este
documento tiene toda la informacion sobre este estudio. Témese el tiempo
necesario para que lo lea y haga cualquier pregunta que pudiera tener a su médico
o personal del estudio de investigacion.

2.- LOS INVESTIGADORES

Seré el responsable de este estudio: Dr. Baltazar Gonzalez Andrade, Profesor de
Otorrinolaringologia y Cirugia de Cabeza y Cuello del Hospital Universitario "José
Eleuterio Gonzalez", me podran localizar en el teléfono 83-33-42-99 para cualquier
duda o aclaracion.

3.- ACERCA DE ESTE ESTUDIO.

Las infecciones en las anginas (amigdalas palatinas) o tener anginas crecidas es
algo muy frecuente en los nifos y una razén muy comun por la que se dan
antibiéticos. Cuando los nifios se enferman muchas veces al afio 0 sus anginas ya
son muy grandes, se pueden operar para quitarles las anginas. Aun no se sabe
porque unos ninos se enferman mas que otros por lo que se han estudiado las
bacterias que infectan las anginas y otros factores como la alergia pero esto no
explica la pregunta. Asi que lo que buscamos estudiar son los genes, los genes son
una parte de las células de tu cuerpo que se pasan de los padres a los hijos y hacen
que las personas sean diferentes (color de ojos, de piel, altura, etc.)

4.- ; PARA QUE SE LLEVA A CABO ESTE ESTUDIO?

El propcsito de este estudio es saber si ciertos cambios en estos genes influyen
para que los niflos tengan infecciones mas frecuentes en las anginas o padezcan
de anginas crecidas.

Los datos de esta investigacion seran utilizados para tener a futuro una manera de
saber porque unos nifios se enferman mas que otros.

5.- ¢ CUALES SON LOS REQUISITOS PARA PARTICIPAR EN ESTE ESTUDIO?
Para participar en este estudio se incluiran a todos los nifios entre 2 y 15 afnos de
edad que acudan al Servicio de Otorrinolaringologia y Cirugia de Cabeza y Cuello,
que es el lugar en donde se revisan los oidos, la nariz y la garganta, del Hospital
Universitario "José Eleuterio Gonzalez" o del Hospital Regional Materno Infantil de
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Alta Especialidad, quienes tengan indicado quitarles las anginas y ademas quieran
participar en el estudio con el permiso de los padres o tutores.

6.- ¢ QUE SE ME PEDIRA QUE HAGA?

Si su hijo(a) esta programado(a) para cirugia de anginas y usted se ofrece como
voluntario para que su hijo(a) participe en este estudio, solo le pedira que lleve a su
hijo(a) a su cirugia, estando en quir6éfano se le tomard una muestra de sangre de la
vena para estudiar los genes.

Su patrticipacion sera en ese unico dia.

7.- ¢ QUE ME PODRIA PASAR POR PARTICIPAR EN ESTE ESTUDIO?

A su hijo(a) se le realizara una cirugia que no es parte de este estudio, y esos
riesgos tendran que ser explicados por su médico tratante. No hay riesgos que
veamos a futuro asociados con este estudio.

8.- ; QUIEN PAGARIA LAS CUENTAS DEL HOSPITAL O DEL MEDICO EN CASO
DE QUE ME PASE ALGO?

Es poco probable que la participacion en este proyecto dara como resultado un darno
a los participantes. Si existe una lesiéon secundaria al el estudio, el sujeto debera
notificar al Investigador Principal para que reciba la atencion médica necesaria en
el Hospital Universitario “Dr. José Eleuterio Gonzalez”. Los gastos relacionados con
la cirugia de las anginas, asi como las posibles complicaciones de la misma seran
cubiertas por los padres de los nifios participantes, ya que la cirugia no es parte del
estudio.

9.-  QUE BENEFICIOS TENGO POR PARTICIPAR EN ESTE ESTUDIO?
Al participar en este estudio no recibira beneficios, pero ayudara a que otros nifios
a futuro se puedan beneficiar con los resultados de este estudio.

10.-¢, QUE OTRAS OPCIONES DE TRATAMIENTO TENGO EN CASO DE NO
ACEPTAR PARTICIPAR EN EL ESTUDIO?

Este estudio no ofrece una opcidn de tratamiento, por lo que las opciones en cuanto
al tratamiento de las anginas tendran que ser platicadas con su doctor tratante.

11.- ; COMO PROTEGERA MI PRIVACIDAD?

Para cuidar la confidencialidad (que la informacién de su hijo(a) se mantenga en
secreto), no se guardaran los nombres, ya que estos seran cambiados por numeros
y de esta manera identificar las muestras que se tomen.

12.- ¢ TENDRE ALGO QUE PAGAR DURANTE LA INVESTIGACION?
Para participar en este estudio no habra costo. Es importante aclarar que la cirugia
de las anginas no son parte de este estudio.

13.- ¢( RECIBIRE ALGUN PAGO O INCENTIVO POR MI PARTICIPACION?
No recibird ningun pago o incentivo por formar parte del estudio.
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14.- ; QUE VA A PASAR S| ME ARREPIENTO DE PARTICIPAR?

La participacion de su hijo(a) en este estudio es voluntaria. Como participante, usted
puede negarse a participar en cualquier momento. Para sacar a su hijo(a) del
estudio por favor hablar al 83-33-42-99 con el Dr. Baltazar Gonzalez Andrade

15.- SI TENGO PREGUNTAS, ¢( AQUIEN PUEDO LLAMAR O COMUNICARME?

Si usted tiene alguna pregunta acerca del estudio, por favor hable al 83-33-42-99 al
Hospital Universitario "José Eleuterio Gonzalez" con el Dr. Baltazar Gonzalez
Andrade

1.- Preguntas del estudio, llamar a: 83-33-42-99 al Hospital Universitario "José
Eleuterio Gonzalez" con el Dr. Baltazar Gonzalez Andrade

2.-En caso de danos llamar a : 83-33-42-99 al Hospital Universitario "José Eleuterio
Gonzalez" con el Dr. Baltazar Gonzalez Andrade 3.-En caso de dudas de mis
derechos como paciente comuniquese con:

Dr. José Gerardo Garza Leal

Presidente del Comité de Etica

Teléfono de Contacto: 8329-4050 ext 2870-74

Recuerde que este proyecto ha sido revisado y aprobado por el Comité de Etica y
el Comité de Investigacion de la Facultad de Medicina y del Hospital Universitario
“Dr. José Eleuterio Gonzalez” de la Universidad de Autdbnoma de Nuevo Ledn.

Se le ha dado la oportunidad de hacer preguntas y éstas han sido contestadas a su
satisfaccion. Si firma abajo indica que esta de acuerdo para participar como
voluntario en este estudio de investigacion.
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PARTE 2: FIRMAS QUE DOCUMENTAN EL ACUERDO

16.- ACUERDO

Su consentimiento para participar en la investigacion sera voluntario e informado.
Si usted esta de acuerdo en participar y si sus preguntas han sido contestadas a su
entera satisfaccion, usted debera firmar esta forma. Una vez firmada la forma, usted
esta de acuerdo en participar en este estudio. En caso de que usted se rehuse a
participar, usted podra retirarse sin pérdida de alguno de sus beneficios médicos.

Una vez que usted haya consentido, usted aun tendra el derecho de retirarse en
cualquier momento sin que esto afecte su atencion médica. Para retirarse, lo unico
que usted debera hacer es informar a su médico de su decision.

Se le ha proporcionado una copia de esta forma para quedarsela y para que haga
referencia a ella cuando sea necesario.

Fecha Firma de la Sujeto Nombre en letra de molde
Fecha Firma del Primer Testigo Nombre en letra de
molde

Relacion del Primer Testigo con la Sujeto del Estudio Direccion

Fecha Firma del Segundo Testigo Nombre en letra de molde

Relaciéon del Primer Testigo con la Sujeto del Estudio Direccion

I1. ASEGURAMIENTO DEL INVESTIGADOR O DEL MIEMBRO DEL EQUIPO

He discutido lo anterior con esta persona. A mi mas leal saber y entender, el sujeto
esta proporcionando su consentimiento tanto voluntariamente como de una manera
informada, y él/ella posee el derecho legal y la capacidad mental suficiente para
otorgar este consentimiento.

Fecha Firma de la Persona que Obtuvo el  Nombre en letra de molde
Consentimiento/Investigador Principal
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