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RESUMEN

INTRODUCCION

La sepsis, el choque séptico vy falla organica multiple continian entre las principales causas
de morbi-mortalidad con elevada incidencia y prevalencia en pacientes pediatricos criticamente
enfermos motivo de interés en la investigacion presente. Antiguamente se pensaba que la
sepsis ocurria cuando la infeccion alteraba las defensas y desencadenaba la respuesta
inflamatoria, sin embargo la apreciacion sobre este proceso ha evolucionado. Activandose
cascadas pro-inflamatorias y anti-inflamatorias que son estimulados como parte de la respuesta
inmune o inflamatoria normal. Existiendo mecanismos antiinflamatorios compensatorios que
ayudan a balancear la respuesta apropiadamente y son esenciales para la resolucion exitosa
de la inflamacion y del proceso infeccioso en todas sus etapas. Sin embargo, también puede
contribuir a una inadecuada inmunosupresion que padezca el enfermo criticamente enfermo
por la patologia de base y asi encontrando estos temas con etiologia multifactorial. No sélo
pensar en la intervencion de un agente patdgeno que acelera su evolucién y la Historia Natural
de la Enfermedad, ni en sus complicaciones llegando a inmunosupresion, hay varios factores
determinantes como la Reserva Organica, Composicidon corporal, las Alteraciones
Nutricionales y Metabdlicas, la Respuesta Neuroendocrina al Estrés, el papel que juegan las
Moléculas de Adhesion, la Interaccion con otras patologias, las Bases Moleculares y genéticas
Dando auge a la Medicina Gendmica tema de interés en la presente tesis con la Expresion
Génica y su asociaciéon del Polimorfismo: Factor de Necrosis Tumoral Alfa variedad -308 A/G
en los escenarios mencionados y la correlacién con marcadores bioquimicos y datos clinicos
llevandonos de la mano para clasificarlos e identificarlos de acuerdo a su evolucién y asi
posicionar predictores de muerte o evitar disfuncién multiorganica gracias a ellos.

Por lo anterior es importante ampliar nuestros conocimientos cientificos acerca de la
Gendmica e identificar polimorfismo relacionados y que encaminan a nuestro paciente a sufrir
menos Y tratar tempranamente sus con-morbilidades y complicaciones. Motivo por el cual es
necesario estratificar, conocer el metabolismo y eficacia de los mediadores inflamatorios,
evaluar la severidad del cuadro clinico, mejorar el entendimiento fisiopatoldgico y predecir en
un futuro sus complicaciones a través de la Medicina Gendémica.

OBJETIVO

Asociar el Polimorfismo Genético: Factor de Necrosis Tumoral Alfa en su variedad -308GA
en pacientes pediatricos en sus escenarios de sepsis, choque séptico y falla organica multiple
ingresados a la Unidad de Terapia Intensiva Pediatrica.

MATERIAL Y METODOS

Se realizo un estudio longitudinal, prospectivo, abierto, observacional, a todos los pacientes
ingresados a la terapia intensiva pediatrica que cumplan con los criterios de inclusion,
derechohabientes del ISSSTE, Hospital Regional Lic. Adolfo Lopez Mateos abarcando el
periodo del 01 de noviembre del 2014 al 30 de mayo del 2015. Se analizaron 32 pacientes
con los diagnésticos de sepsis, choque séptico en sus presentaciones de hipodinamia e
hiperdinamia y algunos terminando en falla orgénica multiple. Se excluyeron 2 pacientes
que presentaron historia incierta en su manejo y ademas referidos de otra unidad
hospitalaria. Las variables estudiadas fueron (edad, sexo, diferentes variables: datos de
sepsis, choque séptico, falla organica multiple y su comportamiento clinico y bioquimico).

Las variables posibles de analisis fueron previamente medidas y capturadas (cuantitativas) en
base a la definicion. Se tomaron en cuenta aquellas que tienen una relacion directa con nuestro
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objetivo es decir edades pediatricas, sexo, diagndstico, variables clinicas, bioquimicas,
expresion genética de acuerdo a polimorfismos, alelos y herencia homocigota vs heterocigota,
incluyendo factores predictores de mortalidad. Los datos fueron extraidos del expediente clinico
de cada uno de los pacientes ingresados en la Unidad de Terapia Intensiva Pediatrica (UTIP).
Llevado a cabo por el robot de extraccidon y purificacion del acido desoxirribonucleico (DNA)
con el nombre de “InviGenius Stratec Molecular”, Sistema de PCR en tiempo Real 7500 y a
través de Perlas Magnéticas. A partir de la extraccidon de sangre total otorgandose un nuamero
de registro (ID) = (09.9.001.1 - 09.9.032.1). Los resultados fueron analizados por el Applied
Biosystems Veriti 95 Well Thermal Cyder y el programa SPSS 9.0, ademés el sistema de
analisis estadisticos Shahannon-Wiener, ejecutando el test de la t de Student para muestras
pareadas, cuyas diferencias fueron significativas para los valores de p < 0,05, Comparada con
marcadores bioquimicos: VSG, PCR (reactantes de fase aguda), leucocitos totales, plaquetas,
tiempo de protrombina, tiempo de tromboplastina parcial, creatinina, amilasa, lipasa, TGO,
TGP, Bilirrubina e indice de kirby: PaO2/FiO2. Ademas de datos clinicos Escala de Coma de
Glasgow, reaccién pupilar, frecuencia cadiaca, frecuencia respiratoria, presion arterial
sistémica, fiebre y el sistema afectado. Se emplearon ademas métodos de estadistica
descriptiva: Tablas de frecuencia, Tablas de Contingencia, Graficas de barra Univariadas,
Graficas de barra Bivariadas y métodos de estadistica inferencial: prueba de independencia
Ji-cuadrada de Pearson, Prueba Z para comparacion de dos proporciones, Prueba de Ji-
cuadrada para comparar tres 6 mas porciones. Intervalos de confianza basados en el método
binominal para la proporcion.

RESULTADOS

El presente estudio se basé en una muestra de 32 pacientes durante el periodo de recoleccion
de muestra (promedio de 7 meses) al finalizar el estudio se confirmé la asociacion del
polimorfismo casi en todos los casos a pesar de los diferentes Estadios de la Sepsis.
Comparados con marcadores bioquimicos y clinicos que van muy de la mano llegando a la
conclusion que si se identifica el polimorfismo al inicio del estadio de sepsis se podra prevenir
y evitar que lleguen nuestros pacientes a Falla Organica Multiple e incluso la muerte.

CONCLUSIONES

Los resultados muestran la asociacion del polimorfismo buscado en casi todos los diferentes
Estadios de la Sepsis con estadistica significativa, esto quiere decir que si identificamos al
inicio de los sintomas la expresiéon genética encontrada podemos modificar las terapeuticas
empleadas para evitar que culminen en Falla Organica Mdltiple y Muerte o incluso en un futuro
nuevas dianas terapeuticas con modificacion del propio ADN, lo que si es un hecho; se
descarta la teoria de la sepsis que es so6lo causada por uno o varios agentes patégenos, sino
mas bien es la relacion genética con estos agentes patégenos. Queda la puerta abierta para
futuras investigaciones.

PALABRAS CLAVE: Sepsis, Choque Séptico; Falla Orgénica Mdltiple, Polimorfismos,
Medicina Gendémica, Marcadores Bioquimicos, datos clinicos, Unidad de Terapia
Intensiva Pediatrica.



ABSTRAC- SUMMARY

INTRODUCTION

Sepsis, septic shock and multiple organ failure still among the leading causes of morbidity and
mortality with high incidence and prevalence in pediatric patients critically ill motive of interest in
this investigation. It was once thought that sepsis infection occurred when altering the defenses
and the inflammatory response triggered, however, the assessment of this process has evolved.
Activated pro-inflammatory and anti-inflammatory properties that are stimulated as part of the
immune response or normal inflammatory cascades. Antiinflammatory compensatory
mechanisms exist that help balance the response appropriately and are essential to the
successful resolution of inflammation and infectious process in all its stages. However, it can
also contribute to inadequate immunosuppression who critically ill patient by the underlying
disease and thus finding these issues with multifactorial etiology. Not only think about the
intervention of a pathogen that accelerates its evolution and natural history of the disease or its
complications reaching immunosuppression, there are several determinants as Statutory
Reserve, body composition, nutritional and metabolic disorders, Response Neuroendocrine
Stress the role of adhesion molecules, the interaction with other diseases, the molecular basis
and genetic giving rise to Genomic Medicine topic of interest in this thesis Gene Expression and
Polymorphism Association: Necrosis Factor Alfa tumor range -308 A / G in the above scenarios
and the correlation with clinical data and biochemical markers us by the hand to classify and
identify them according to their development and well positioned predictors of death or prevent
multiorgan dysfunction because of them.

Therefore it is important to expand our scientific knowledge about the genomics and identify
related polymorphism and routed to our patient to have fewer early and treat her with-
morbidities and complications. Why we need to stratify, knowing the metabolism and efficacy of
inflammatory mediators, assess the severity of the clinical, pathophysiologic improve
understanding and predict its complications in the future through Genomic Medicine.

GOAL

Associate genetic polymorphism: Tumor Necrosis Factor Alpha in its variety -308GA in pediatric
patients in their stage of sepsis, septic shock and multiple organ failure admitted to the Pediatric
Intensive Care Unit.

MATERIAL AND METHODS

A longitudinal, prospective, open, observational study, all patients admitted to the pediatric
intensive care that meet the inclusion criteria, beneficiaries ISSSTE Regional Hospital Lic.
Adolfo Lopez Mateos covering the period from November 1, 2014 30 May 2015. 32 patients
with diagnoses of sepsis, septic shock in their presentations and hyperdynamia hypodynamy
and some ending in multiple organ failure were analyzed. 2 patients who had an uncertain
history in handling and also referred to another hospital unit were excluded. The variables
studied were (age, sex, different variables: data sepsis, septic shock, multiple organ failure and
clinical and biochemical behavior).



Possible analysis variables were previously measured and captured (quantitative) based on the
definition. It took into account those that have a direct relationship with our objective ie pediatric
age, sex, diagnosis, Clinical, biochemical, gene expression according to polymorphisms, alleles
and homozygous vs heterozygous inheritance, including predictors of mortality. Data were
extracted from the medical records of each of the patients admitted to the Pediatric Intensive
Care Unit (PICU). Carried out by the robot extraction and purification of deoxyribonucleic acid
(DNA) with the name "Molecular InviGenius Stratec” PCR System 7500 Real time and through
Magnetic Beads. From the extraction of whole blood OCTs shall receive registration number
(ID) = (09.9.001.1 - 09.9.032.1). The results were analyzed by the Applied Biosystems Veriti 95
Well Thermal Cyder and running SPSS 9.0 Shahannon-Wiener, t test for paired samples,
whose differences were significant for values of p <0.05 compared with biochemical markers:
VSG PCR (acute phase reactants), total leukocyte count, platelet count, prothrombin time,
partial thromboplastin time, creatinine, amylase, lipase, SGOT, SGPT, bilirubin and kirby index:
PaO 2 / FiO 2. Besides Glasgow Coma Scale, pupil reaction, heart rate, respiratory rate,
systemic blood pressure, fever, clinical data, affected system. Frequency tables, crosstabs,
Charts Univariate bar, bar Bivariate Charts and methods of inferential statistics: independence
test Pearson chi-square, Z test for comparing two proportions, also test methods were used
descriptive statistics Chi-square to compare three or more servings. Confidence intervals based
on the binomial method for proportions.

RESULTS

This study was based on a sample of 32 patients during the sample collection (average 7
months) at the end of the study the association of polymorphism in almost all cases despite the
different stages of sepsis is confirmed. Compared with biochemical and clinical markers that are
very closely and concluded that if the polymorphism at the start of stage of sepsis can be
identified to prevent and avoid getting our patients to multiple organ failure and even death.

CONCLUSIONS

The results show the association sought in almost all different stages of sepsis with significant
statistical polymorphism, this means that if we identify the onset of symptoms found gene
expression can alter the therapeutic employed to prevent culminate in multiple organ failure and
death or even a future new therapeutic targets with DNA modification itself, so if it is a fact; the
theory of sepsis which is only caused by one or more pathogens are discarded, but rather is the
genetic relationship with these pathogens. It left the door open for future research.

KEY WORDS: Sepsis, Septic Shock; Multiple Organ Failure, polymorphisms, Genomic
Medicine, Biochemical Markers, clinical, Pediatric Intensive Care Unit.



INTRODUCCION

En las ultimas décadas, los numerosos avances en el campo de la biomédica han viabilizado el
entendimiento de la fisiopatologia de la sepsis y permitido el descubrimiento de nuevos y
complejos mecanismos, que ademas de resultar catastréficos para células y moléculas, pueden
comprometer el estado del paciente que la padece; sin embargo, la mala evolucién clinica y el
prondstico "reservado” en estos casos, no se han modificado notablemente, como muestra del
insuficiente conocimiento sobre el tema. Tanto la morbilidad como mortalidad han ido
incrementando paulatinamente, pues cada vez se trata a pacientes en estadios mas avanzados
del proceso morboso y gravemente enfermos, algunos con grave dafo inmunolégico por el uso
de agentes quimioterapicos e inmunosupresores, alteraciones de la nutricion y del metabolismo
y patologias neuroldgicas congénitas o adquiridas y por inadecuadas conductas médicas
durante su permanencia en el hospital, sobre todo en las unidades de cuidados intensivos
(UCI) (1,2) donde la sepsis suele predominar como causa de muerte. De hecho, la aparicion de
un foco séptico es posiblemente la principal preocupacion del equipo de salud que ejerce la
medicina intensiva contemporanea.(3,4)

En todo el mundo se realizan diversas investigaciones para reducir la morbilidad y mortalidad
por sepsis; y aunque se ha avanzado en el hallazgo de sustancias o moléculas que actian en
diferentes fases del momento fisiopatoldgico, aun no se ha logrado estandarizar su uso contra
esta. Se trata de un proceso dinamico e interrelacionado, donde cada molécula tiene sus
particularidades y sitio de accion, por lo que debe continuarse profundizando en la comprension
del proceso fisiopatolégico para crear agentes efectivos que combatan la repercusion
destructiva de las citoquinas sin perder sus efectos protectores. Actualmente, el tratamiento de
la sepsis continua basado en el empleo de antimicrobianos, la eliminacién de los trastornos
hemodinamicos, el mantenimiento de la oxigenacién adecuada y el cumplimiento de las
medidas de soporte organico.(5)

La definicion de grupos de riesgo y su deteccion precoz, el desarrollo de estrategias
preventivas y tempranas para lograr la curaciéon de la enfermedad, la disminucién de la
mortalidad, los costos y la estadia, asi como la rapida recuperacion de los pacientes con el
menor numero de secuelas, constituyen, entre otros elementos, las principales premisas para
aminorar este importante problema de salud tema de interés y el objetivo principal del trabajo
presente. (6) Por todo ello se decidié asociar, identificar y profundizar en algunos aspectos
relacionados a la Medicina Gendmica en particular a la busqueda de polimorfismos
relacionados a la sepsis en sus distintos estadios, los cuales pudieran estar vinculados con la
ocurrencia de morbilidad y mortalidad, tratando de buscar a través de la expresién genética las
posibles respuestas buscadas en las ultimas décadas por ejemplo dos pacientes pueden sufrir
la misma infeccidn bacteriana y uno sobrevive mientras el otro sucumbe al choque séptico y a
la Falla Organica Multiple (FOM); la existencia de la predisposicién genética ha sido
hipotetizada en muchos trabajos en donde se han enfocado estos aspectos que se
encuentran en la respuesta del Factor de Necrosis Tumoral Alfa (FNTalfa) polimorfismo
buscado en el presente trabajo en una de sus variedades mas comunes -308 A/G sustentado
en la bibliografia actual y la relacién del pronéstico y la misma inflamacion. A fin de que los
resultados ayuden a mejorar, detener y prevenir estos indicadores en el territorio, de acuerdo
con los conocimientos actuales.

El gen humano de FNT alfa esta localizado en el brazo corto del cromosoma 6 en una region
que contiene el complejo mayor de histocompatibilidad (MHC). Mediante estas moléculas de
MHC el sistema inmunitario es capaz de discriminar entre una respuesta nociva o ineficiente de
un antigeno al identificarlo como propio o no propio al presentarselo a las células TCD4 y
TCD8 y en esta region se encuentra el complejo del gen del sistema de antigeno de los
leucocitos humanos, el HLA (human leukocyte antigen). Estas familias de supergenes de
inmunoglobulinas y sus correspondientes productos de glucoproteinas se dividen en dos
clases de acuerdo con sus propiedades bioquimicas y funcionales, en HLA clase | y el HLA
clase II; entre estos dos se encuentra el HLA clase lll. Las moléculas de clase | y Il se pueden
distinguir en razén de su estructura, distribucion tisular y funcién; los de clase | incluyen las
moléculas clasicas de histocompatibilidad localizadas en los locus HLA-A, IB, C y los de clase
Il que estan en los locus HLA-DR, DQ y BP. Los de clase | entre otras funciones presentan el
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antigeno ante el receptor CD8 del linfocito T que generalmente es citotdxico y éste es
reconocido en combinacion con la molécula clase | del HLA; por ejemplo cuando los antigenos
de un virus se fragmentan en péptidos, se unen a la molécula clase | y son presentados al
receptor CD8 de la célula T asesina y una vez reconocido el antigeno viral mata a la célula
blanco que lleva todo el antigeno viral. Las moléculas clase Il captan al antigeno como
péptido procesado que es reconocido por el receptor CD4 del linfocito T, generalmente
colaborador y en forma general en condiciones no fisiologicas de trasplante a la molécula Il
unida a fragmentos antigénicos no identificados sobre la célula del receptor despertando una
respuesta en las células T trasplantadas del donador lo que da como resultado una reaccion
de injerto contra el huésped. Estas moléculas | y Il contienen polimorfismos lo que quiere decir
que el sitio de captacién del antigeno no es siempre constante y aunque existe cierta
selectividad para los antigenos carecen de una especificidad fina de captacién como puede
tener una inmunoglobulina. Las moléculas clase Il abarcan los componentes C2 y C4 de la
via clasica de complemento y el factor B de properdina de la via alterna; estas moléculas
clase Ill no se activan como antigenos de trasplante ni presentan antigenos a las células T, la
localizacion de los genes del complemento dentro del complejo HLA permanece sin
explicacion. En esta regidon también se encuentran los genes que determinan la 21
hidroxilasa A y B de la via de la biosintesis de esteroides codificada en el gen C y p21b
adyacente al HLA-DR clase | y junto con los genes el complemento; aunque no se especifica
su localizacion se han esquematizado en las regiones HLAB y DR. (7)

El sistema HLA es polimorfo en extremo y tiene multiples formas alternativas llamadas alelos
del gene en cada locus conocido; por ejemplo hay por lo menos 24 alelos diferentes en el
locus HLA-AA y al menos 50 alelos distintos del locus HLA-B y cada alelo determina la
estructura de una proteina glucoproteica y las distancias entre los genes se han
determinado en kilobases (KB). Debido a su estrecha unién la combinaciéon de alelos en cada
locus de un cromosoma por lo general se hereda como una unidad y a ésta se le conoce
con el nombre de haplotipo y debido a que cada individuo hereda un cromosoma de cada
padre cada uno tiene dos haplotipos HLA, asi todos los genes HLA son codominantes de
manera que se expresan ambos alelos de un locus determinado HLA sobre las células, uno de
cada padre. Basadas en la herencia mendeliana existen 25% de oportunidades de que dos
descendientes compartan dos haplotipos, 50% de que compartan un haplotipo y 25% de que
no compartan ninguno y sean totalmente HLA incompatible. Debido a que la pareja humana
se forma al azar la frecuencia para encontrar un alelo determinado en un locus HLA con un
alelo determinado en un segundo locus HLA debiera ser el producto de las dos frecuencias de
cada alelo en la poblacion; sin embargo, estas combinaciones se ve que exceden lo esperado
y a este fendmeno se le denomina fendmeno de desequilibrio de eslabonamiento y es una
diferencia entre las frecuencias observadas y las esperadas. (7,8,9)

En cuento a la localizacion del gene del factor de necrosis tumoral alfa en el cual esta
enfocada la diferente respuesta a la sepsis éste esta localizado en la region HLA clase Ill a
250 KB del centrémero del cromosoma y a 350 KB de la region telométrica del mismo; el gene
que codifica al factor de necrosis tumoral beta (linfotoxina) flanquea al factor de necrosis
tumoral alfa y ambos genes estan organizados en forma similar; la aplicacion de
Lipopolisacaridos (LPS) en monocitos causa un incremento en la transcripcion y traduccion del
factor de necrosis tumoral alfa y esta transcripcion esta determinada por todos los factores
de transcripcion dentro de las cinco regiones que flanquean el gene del mismo factor de
necrosis tumoral alfa que contiene aproximadamente 210 nucledtidos ademas de varios
factores de transcripcién y sitios de union asi como otros elementos reguladores vy sitios de
represién. La posicién del gene del factor de necrosis tumoral alfa dentro de la regiéon que
codifica en el MHC ha generado especulaciones con relacién al papel del factor de necrosis
tumoral alfa y sus alelos dentro del MHC y su relacién con diversas enfermedades en particular
aquellas con componentes autoinmunes e inflamatorios.

Diversos estudios han demostrado las variaciones individuales en la constitucion o
estimulaciéon de la expresion del FNT alfa asociada a ciertos alelos de la fraccion HLA-DR; la
produccion y el nivel del FNT alfa también depende de los haplotipos HLA-DR+, HLA-DRS5, asi
como del HLA-DQW1+ que presenta una baja produccion del FNT alfa (fenotipo de baja
respuesta) mientras que la fraccion HLA-DR3+ y la HLA-DR4+, presentaban alta produccién
de FNT alfa ( fenotipo de alta respuesta ). Generalmente la alta produccién de FNT alfa esta
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implicada en la progresion de las enfermedades autoinmunes como la esclerosis multiple o la
artritis reumatoide, mientras que la baja produccion esta asociada a mayor susceptibilidad a
las enfermedades infecciosas. Hay una creciente investigacion que apoya que la variabilidad
genética de la produccion del FNT alfa puede afectar el pronéstico de las enfermedades tales
como la sepsis por meningococemia, paludismo y enfermedades autoinmunes. Los
polimorfismos de las cuatro bases de guanina a adenosina dentro de las regiones que
promueven la produccién del FNT alfa se han descrito en las posiciones 376-308-238 y las 163
del HLA y también se han descrito un polimorfismo dependiente de la base de citosina en una
estrecha region de la posicion 70 y ademas un fragmento Ncol de restriccion en un
polimorfismo largo (RFLP) que existe en el primer intrén del FNT beta y también se han
detectado varios microsatélites en diversas posiciones dentro del locus del FNT beta.

Por otro lado un polimorfismo en la posiciéon -308 ha sido asociado con el haplotipo HLA-A1-
B8-DR3-DQ2 como un determinante en la produccién del FNT alfa en las enfermedades
infecciosas , mismo alelo FNT 2 heterocigoto se le han demostrado una asociaciéon con la
sepsis grave o choque séptico y produccién del FNT alfa, asi como con altos indices
predictivos fisiolégicos y de supervivencia en la FOM y también a los genotipos heterocigotos
Ncol-RFLP, FNT beta 1, 1/FNT beta 2 6 los homocigotos FNT beta 1, 1/FNT beta 1,1 se les ha
asociado a mayor supervivencia comparado con los genotipos homocigotos FNT beta 2/FNT
beta 2.

Parece ser que el polimorfismo en la region -308 tiene influencia sobre el factor de transcripcion
del FNT alfa en respuesta a la endotoxina; aunque se tienen resultados contradictorios,
algunos autores han demostrado que el alelo FNT2 esta asociado a mayor induccion de los
niveles de FNT alfa de transcripcion que el alelo FNT 1.

El FNT alfa afecta a las células en forma diferente a través del inicio de distintas sefiales
celulares de caminos de transduccion y a través de estos caminos se llevan a cabo dos
distintos tipos de respuesta celular:
a) Activacion de la maquinaria celular en la participacién de la respuesta inflamatoria
sistémica y
b) El suicidio celular a través de la via de la apoptosis.

Los polimorfismos en el FNT alfa también se asocian a una respuesta mas severa a la
infeccion y es comun que el desarrollo de la sepsis peritoneal sea mas agresivo e induzca
mas facilmente ala FOM, asi mismo el polimorfismo genético asociado con la deficiencia en la
proteina C y proteina S en la cascada de la coagulacion se reportan como causa de purpura
fulminante en nifios que induce a choque séptico durante la meningococemia y desarrollo de la
coagulaciéon intravascular diseminada. Aun cuando la resefia detellada de los genes
afectados es mas apropiada para el campo de la biologia molecular estos genes también
tienen interés para el especialista en terapia intensiva pediatrica, porque sus productos
regulan la expresion de muchos otros genes y son genes expresados en células normales,
cuyos productos tipicamente regulan pasos clave en la replicacion celular y desempefan
papeles esenciales en la regulacion de la traduccion de sefales de expresidon genética; este es
uno de los errores hallados con mas frecuencia por el especialista en terapia intensiva y el
proceso inflamatorio que sigue al desarrollo de la FOM es un ejemplo evidente Yy la falla
reguladora no se debe al dominio regulador ni al dominio estructural del gen afectado sino
mas bien a la insuficiencia o el exceso de sefales reguladoras como hormonas y citosinas y
desde el punto de vista de la célula individual la expresion génica esta regulada por un brazo
afector (sefiales y transduccion ) y un brazo efector / transcripcion, transducciéon y pasos
intermedios ). No se han identificado un gen del “shock” o dela la lesion; mas bien existen
cientos de ellos y aun cuando las herramientas de la biologia molecular proporcionan una idea
Unica acerca de los mecanismos que regulan la expresion de estos genes, puede ser
insuficiente para explicar las enfermedades criticas como la FOM; por lo tanto los
investigadores basicos y clinicos se han concentrado en la identificacion de sefales
traducidas en la membrana celular, basandose en el punto de vista de que la neutralizacién
de senales categdricamente dafinas es suficiente para modificar la expresién genética
adversa y mejorar el pronéstico. (7, 11, 12, 15, 24,25, 31).
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DEFINICION DEL PROBLEMA

Existe Asociacion del Polimorfismo genético: Factor de Necrosis Tumoral Alfa en su variedad -
308 A/G en pacientes pediatricos en sus escenarios de sepsis, choque séptico y falla organica
multiple ingresados a la Terapia Intensiva Pediatrica.

OBJETIVO GENERAL

Documentar si existe una asociacion del Polimorfismo genético: Factor de Necrosis Tumoral
Alfa en su variedad -308 A/G en pacientes pediatricos en sus escenarios de sepsis, choque
séptico y falla organica multiple ingresados a la Terapia Intensiva Pediatrica

OBJETIVOS ESPECIFICOS

El objetivo general del estudio se alcanzé mediante la obtenciéon de los siguientes objetivos
especificos:

1. Realizar una base de datos para documentar el nimero de pacientes que presenten el
Factor de Necrosis Tumoral alfa.

2. Estimar beneficios alternos para evitar sus complicaciones en sus diferentes estadios
de la sepsis, choque séptico y falla organica multiple

3. Comparar con marcadores bioquimicos: VSG, PCR (reactantes de fase aguda),
leucocitos totales, plaquetas, tiempo de protrombina, tiempo de tromboplastina parcial,
creatinina, amilasa, lipasa, TGO, TGP, Bilirrubina, indice de kirby: PaO2/FiO2.

4. Comparar con datos clinicos Escala de Coma de Glasgow, reaccién pupilar, frecuencia
cardiaca, frecuencia respiratoria, presion arterial sistolica, fiebre.

5. Identificar la Expresion genética de acuerdo a polimorfismos, alelos y herencia homocigota
vs heterocigota.

6. Se incluyeron y compararon factores predictores de mortalidad con diferentes escalas
PRISM (Score Pediatric Risk of Mortality).
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JUSTIFICACION

La incidencia de sepsis grave varia segun los diferentes estudios, la metodologia y la poblaciéon
estudiada. En adultos se ha encontrado una incidencia de 47-300 casos por 100.000
habitantes, con una mortalidad entre 28-50%. Asi, de forma global se puede estimar que en el
mundo se producen unos 18.000.000 casos/ afio de sepsis grave con 1.400 muertos al dia.
En la infancia no existen suficientes estudios epidemiolégicos como para saber lo que supone
en nuestro medio. Aunque se ha encontrado una incidencia de 56-60 sepsis /100.000 nifios,
incidencia que es mucho mas alta en menores de 1 afo (500-900/100.000), disminuyendo
posteriormente (20/100.000). Asi, los pacientes neonatales suponen mas de un 33% del total y
los menores de 1 afio entre un 48-66% .La mortalidad hospitalaria global es de un 9-12,4%, si
nos referimos a los pacientes ingresados un UCI pediatrica; aproximadamente un 23% tienen
sepsis, y en la unidad donde trabajan los autores la mortalidad por sepsis es de 28.12%, y de
estos en el 39.06% el choque séptico es la causa principal de mortalidad, siendo una de las
entidades, si no la mas frecuente de los ingresos a las terapias intensivas pediatricas.

Como sucede en adultos, la incidencia parece estar aumentando en relacién con el aumento de
la supervivencia de recién nacidos de muy bajo peso y de nifios con enfermedades crénicas.
Aproximadamente un 49% de los pacientes con sepsis tienen enfermedades subyacentes y/o
falla organica multiple en nuestro grupo estudiado con sepsis. El panorama de la sepsis esta
cambiando en nuestro medio, disminuyendo las sepsis extrahospitalarias en pacientes sanos,
producidas por microorganismos incluidos en el calendario de vacunacién y aumentando en
pacientes con enfermedad de base o inmunocomprometidos.

En la actualidad se cuenta con las recomendaciones de la campafia para sobrevivir a la sepsis
para el tratamiento de sepsis grave y choque séptico, para el manejo de este tipo de pacientes.

Las propuestas y recomendaciones de la campafa para sobrevivir a la sepsis no se llevan
adecuadamente en todos los niveles de atencion pediatrica en los diferentes hospitales. Por
ese motivo debemos ampliar nuestros conocimientos cientificos acerca del manejo segun las
recomendaciones y ademas aplicar e integrar la Medicina Gendmica a través de los
polimorfismo relacionados y que encaminan a nuestro paciente a sufrir menos y a presentar
mas tardiamente o evitar sus con-morbilidades. Es importante estratificar, conocer el
metabolismo y eficacia de los mediadores inflamatorios, evaluar la severidad del cuadro
clinico, mejorar el entendimiento fisiopatoldgico y predecir en un futuro sus complicaciones.

Debemos demostrar la incidencia y la asociaciéon de la presentacién del polimorfismo
genético estudiado en la UTIP en todos los pacientes ingresados que cuenten con datos
clinicos, marcadores bioquimicos y criterios para los diferentes estadios de sepsis.

Una iniciativa de varias sociedades cientificas, que tenia como objetivo concientizar sobre este
problema y conseguir una reduccion de la morbilidad y mortalidad de la sepsis. Una de sus
fases suponia el desarrollo de pautas de actuacion clinica sobre sepsis grave y choque séptico.
Y asi, fruto del consenso internacional de varias sociedades cientificas se publicaron las guias
sobre el manejo de sepsis grave y choque séptico en el afio 2004, que han sido actualizadas
en el afo 2008 y ahora en el afio 2014. Ademas de que en todas las guias se presenta una
apartado de las recomendaciones generales especificas para la sepsis pediatrica que se
envian a cada pais de acuerdo a la informacion recibida y se publican para su seguimiento.
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MATERIAL Y METODOS

Se realiz6 un estudio piloto longitudinal, prospectivo, abierto, observacional, a todos los
pacientes ingresados a la terapia intensiva pediatrica que cumplan con los criterios de
inclusién, derechohabientes del ISSSTE, Hospital Regional Lic. Adolfo Lépez Mateos
abarcando el periodo del 01 de noviembre del 2014 al 30 de mayo del 2015. Se analizaron 32
pacientes con los diagndsticos de sepsis, choque séptico en sus presentaciones de
hipodinamia e hiperdinamia y algunos terminando en falla organica multiple e incluso la
muerte. Se excluyeron 2 pacientes que presentaron historia incierta en su manejo y
ademas referidos de otra unidad hospitalaria, por cumplir con criterios de exclusién: no eran
derechohabientes del ISSSTE, ademas de obtener poca muestra para la investigacion y por no
completar con todos los marcadores bioquimicos. Se revisaron prospectivamente los
expedientes clinicos y los marcadores bioquimicos. En el estudio se incluyeron a 8 pacientes
que tuvieron seguimiento a pesar de que el motivo de ingreso no era sepsis sino que durante
su estancia en el servicio la presentaron, esto es, que se contagiaron por la predisposicion
genética asociada objetivo del trabajo de investigacion.

Las variables estudiadas fueron (edad, sexo, diferentes variables: datos clinicos y sus
diferentes estadios de sepsis, choque séptico, falla organica multiple y su comportamiento
bioquimico).

Una vez ingresados a la Unidad de Terapia Intensiva Pediatrica y bajo consentimiento
informado. La ruta critica fue entre el periodo de tiempo estimado abarcando desde el (1
noviembre del 2014 al 30 de mayo del 2015) donde se obtuvo la muestra por medio de sangre
total para la extraccién, purificaciéon, desdoblamiento e identificacion del ADN vy localizar el
polimorfismo estudiado FNT alfa -308.

Las variables de analisis fueron previamente medidas y capturadas (cuantitativas) en base a
la definicion. Se tomaron en cuenta aquellas que tienen una relacion directa con nuestro
objetivo es decir edades pediatricas, sexo, diagndstico, variables clinicas, bioquimicas,
expresion genética de acuerdo a polimorfismos, alelos y herencia homocigota vs heterocigota,
incluyendo factores predictores de mortalidad. Los datos fueron extraidos del expediente clinico
de cada uno de los pacientes ingresados en la Unidad de Terapia Intensiva Pediatrica (UTIP).

Llevado a cabo por el robot de extraccidon y purificacién del acido desoxirribonucleico (DNA)
con el nombre de “InviGenius Stratec Molecular”, Sistema de PCR en tiempo Real 7500 y a
través de Perlas Magnéticas. A partir de la extraccion de sangre total otorgandose un numero
de registro (ID) = (09.9.001.1 - 09.9.032.1). Los resultados fueron analizados por el Applied
Biosystems Veriti 95 Well Thermal Cyder y el programa SPSS 9.0, ademas Shahannon-
Wiener, ejecutando el test de la t de Student para muestras pareadas, cuyas diferencias fueron
significativas para los valores de p < 0,05, Comparada con marcadores bioquimicos: VSG, PCR
(reactantes de fase aguda), leucocitos totales, plaquetas, tiempo de protrombina, tiempo de
tromboplastina parcial, creatinina, amilasa, lipasa, TGO, TGP, Bilirrubina. Ademas de datos
clinicos Escala de Coma de Glasgow, reaccion pupilar, frecuencia cardiaca, frecuencia
respiratoria, presion arterial sistémica, fiebre, indice de kirby: PaO2/FiO2, sistema afectado.

Se emplearon ademas métodos de estadistica descriptiva: Tablas de frecuencia, Tablas de
Contingencia, Graficas de barra Univariadas, Graficas de barra Bivariadas y métodos de
estadistica inferencial: prueba de independencia Ji-cuadrada de Pearson, Prueba Z para
comparacion de dos proporciones, Prueba de Ji-cuadrada para comparar tres 6 mas
porciones. Intervalos de confianza basados en el método binominal para la proporcion.
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Métodos de Extraccion

A) MANUALES 6 AUTOMATIZADOS

B) SEGUN TIPO DE SEPARACION:
1. Basados en soluciones:

2. Basados en columnas cromatograficas:

Cromatografia INTERCAMBIO IONICO

Cromatografia ADSORCION

=>» Sales caotrépicas (cloruro
de guanidinio, urea y tiourea)

Particulas MAGNETICAS

Serpe Lym o e Protmrase X Hood sarpe and
ES001 vea of best o7 e bieod Lpas B
LDTA ctrate o hopim’ Peted) 1§ 0 roubitor

Bedng of DNA : Ty 'yae ot NceoSpr? (i REACTIVOS:
s & GO £ 10 10 M Bood Bedeg Cckem -DNA TLB: Tampodn Tris-HCI, , Triton x-100, KCI,
EDTA, azida sédica

3: Tampdn Tris-HCI ,Hidrocloruro de
Wt g Poue 14! wishry b guanidina,urea, Triton x-100 .

Rerors o mbkn b s crowtiton ‘WB |: Tampon Tris-HCI + 64% guanidina-HCI
ik y iyt Adgershs-iogg ‘WB II: Tampén Tris-HCI + NaCl

A — DNA EB: Tamp6n Tris-HCI + azida sddica
(hiposalino), también H,O

Eutan of qurome DA \ Exte ONA 2 50 - 200  Ehton B

SR 1 e e fACe Dyl -

sowry drect phoiomelc (VA

AR
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EXTRACCION AUTOMATIZADA DE DNA

BOLAS MAGNETICAS

Caracteristicas:
-Diferentes tipos de muestra: tejido, suero, sangre, plasr

REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA (PCR)

Cuarto ciclo
Gen de interés - —— AMPLIFICACION EXPONENCIAL
Gscm ciclo . '
/ <=
Segundo ciclo PCR MIX
*:: —  Buffer
< —— Pt === Pprimers
Prmer ciclo — DNA mdde
DNA molde - <X —— dNTP's (GATP.dGTP,dCTP.4TTP)
/_ ~ <~ T—— Taqpdimersa
s { MgCL (Cofactor Taq polimerasa)
T < e —
2" copias = < -
2 copias 3 2 = 34000 mdlones de copias
2 copias 2% conias

(Andy Vierstracte 2001)

ETAPAS: 35 ciclos
1.Desnaturalizacion (94-96°C) 1-5 minutos

2.Hibridacion (45-72°C) Unién de cebadores. Si aumentamos T°, aumenta Especificidad
de union. También modificar el tiempo mejora la Sensibilidad/Especificidad.
3.Extension (72°C) 2-5 minutos aprox. Depende del tamano a amplificar (Act. Polimerasa)
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Extraccion y purificacion de los acidos nucleicos.

—3-7

Buffer de suspension 3600~ 8 Fmin

[SmL]

e—
Buffer de suspensidn
Medio de crecimiento 3600~ .: Smin Buffer de suspensién [3.7Sml]
[S-10mL] [Sml.) SDS 20%
[200uL]
65°C 3™C 37PC
10min ' 30min 30min
Sy F———1 Sy
37°C NaCl &M Proteinasa K
Smnin [T20uL.) (Zmmgml.)
+ [20pL]
CTAB
[600u1.]
14500~ g
|

Etanol

95%

(frio)

1500~ g: 15min TE [40011.)
RNasaT1 [IpL)
37C: 1h
A =x .
[DNA)=x mg/mL 19900 g 19900 g

NaOAc 3M

]I [ 0 lmbl
r ol 70% &4 ’ 8 ﬁ
|‘0ﬁlL| ‘IT(IML] Elmd 958 ‘
Sem— c g S——
VoS
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DISENO DEL ESTUDIO

Bajo la autorizacion del comité de Investigacion y con el objetivo de determinar la utilidad
de la asociacion e identificacion del polimorfismo estudiado — 308 A/G en sus diferentes
estadios de la sepsis para mejorar el manejo, prevenir complicaciones, reducir dias de
estancia hospitalaria, disminucién de costos y en un futuro hasta manipular el ADN por medio
de la Ingenieria Gendmica.

Se realiz6 un estudio longitudinal, prospectivo, abierto, observacional, a todos los pacientes
ingresados a la UTIP, que cumplieron con los criterios de inclusién, derechohabientes del
ISSSTE del Hospital Regional Lic. Adolfo Lopez Mateos durante el periodo del 01 de
noviembre del 2014 al 30 de mayo del 2015. Los datos fueron extraidos del expediente clinico
de cada uno de los pacientes ingresados en la Unidad de Terapia Intensiva Pediatrica (UTIP).

Llevado a cabo por el robot de extraccion vy purificacion del acido desoxirribonucleico (DNA)
con el nombre de “InviGenius Stratec Molecular”, Sistema de PCR en tiempo Real 7500 y a
través de Perlas Magnéticas. A partir de la extraccién de sangre total otorgandose un numero
de registro (ID) = (09.9.001.1 - 09.9.032.1). Los resultados fueron analizados por el Applied
Biosystems Veriti 95 Well Thermal Cyder y el programa SPSS 9.0, ademas Shahannon-
Wiener, ejecutando el test de la t de Student para muestras pareadas, cuyas diferencias fueron
significativas para los valores de p < 0,05, Comparada con marcadores bioquimicos: VSG, PCR
(reactantes de fase aguda), leucocitos totales, plaquetas, tiempo de protrombina, tiempo de
tromboplastina parcial, creatinina, amilasa, lipasa, TGO, TGP, Bilirrubina. Ademas de datos
clinicos Escala de Coma de Glasgow, reaccion pupilar, frecuencia cardiaca, frecuencia
respiratoria, presion arterial sistémica, fiebre, indice de kirby: PaO2/FiO2, sistema afectado.

Se emplearon ademas métodos de estadistica descriptiva: Tablas de frecuencia, Tablas de
Contingencia, Graficas de barra Univariadas, Graficas de barra Bivariadas y métodos de
estadistica inferencial: prueba de independencia Ji-cuadrada de Pearson, Prueba Z para
comparacién de dos proporciones, Prueba de Ji-cuadrada para comparar tres 6 mas
porciones. Intervalos de confianza basados en el método binominal para la proporcion.

Fueron incluidas en una base de datos en formato Excel los resultados en el que se incluyo a
los pacientes pediatricos entre las edades: Grupo 1. De los 2 meses de edad hasta los 6
meses, Grupo 2. De 6 meses a los 12 meses, Grupo 3. De 1 afio a los 3 afos, Grupo 4. 3 a
5 anos, Grupo 5. De los 5 afios a los 10 afios, Grupo 6. De los 10 afos a los 17 afos; tanto de
primera vez como subsecuentes. Se organizaron en seis grupos segun la edad. A los cuales
se les midié ciertos marcadores bioquimicos ademas de ciertos datos clinicos y predictores de
mortalidad. Se excluyeron a pacientes con otros tipos de patologias.
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METODOS ESTADISTICOS Y SOFTWARE

Se emplearon métodos de estadistica descriptiva: Tablas de frecuencia, Graficas de barras
Univariadas, Graficas de barras bivariadas. Medidas de resumen estadistico ( rango,
amplitud). Los métodos de estadistica inferencial empleados fueron: Prueba de Independencia
Ji-cuadrada de Pearson, Prueba de Z para comparacion de dos proporciones. Prueba de Ji-
cuadrada para comparar tres 0 mas proporciones, Intervalos de confianza basado en el método
binomial para la proporcion bajo el programas SPSS 9.0, ademas Shahannon-Wiener,
empleandose el test de la t de Student para muestras pareadas, cuyas diferencias fueron
significativas para los valores de p < 0,05. Se compararon edad, sexo, grupo etario, los
diferentes estadios de la sepsis, sitio de infeccion, polimorfismo asociado -308 A/G presente
en heterocigotos y homocigotos y fueron comparadas con marcadores bioquimicos, datos
clinicos y predictores de mortalidad.

GRUPO PROBLEMA

Abarca desde el periodo de lactantes desde los 2 meses de vida hasta los 17 afos con 11
meses de edad con signos y sintomas, mas marcadores bioquimicos de sepsis, choque
séptico y falla organica multiple.

TAMANO DE LA MUESTRA

Se tomaron de una poblacion pediatrica de 32 pacientes que corresponden al 55 % de las
valoraciones e ingresos anuales a la Unidad de Terapia Intensiva Pediatrica.

GRUPO PROBLEMA

Grupo 1: 2 meses a 6 meses
Grupo 2: 7 meses - 12 meses
Grupo 3: 1 - 2 afios 11 meses
Grupo 4: 3 -5 afos 11 meses
Grupo 5: 6 — 10 afos 11 meses
Grupo 6: 11 — 17 afos 11 meses

20



CRITERIOS DE INCLUSION

Pacientes de ambos sexos

Con edades comprendidas desde los 2 meses de vida hasta los 17 afios de edad

Con diagnésticos de ingreso o durante su estancia de los diferentes estadios de
sepsis

Con complicacién de Falla Orgénica Multiple o incluso la muerte

Que acepten participar en el estudio mediante la firma del asentimiento y / o
consentimiento informado

Que se encuentren en tratamiento con antibiéticos de amplio espectro

Que ingresen a la Unidad de terapia Intensiva Pediatrica con datos clinicos que nos
sugieran sepsis

Que cuenten con ciertos marcadores bioquimicos VSG, PCR (reactantes de fase
aguda), leucocitos totales, plaquetas, tiempo de protrombina, tiempo de tromboplastina
parcial, creatinina, amilasa, lipasa, TGO, TGP, Bilirrubina.

Que cumplan con datos clinicos Escala de Coma de Glasgow, reacciéon pupilar,
(frecuencia cardiaca, frecuencia respiratoria, presion arterial sistélica= > 2
Desviaciones Estandar para la edad), fiebre, indice de kirby: PaO2/FiO2, sistema
afectado.

CRITERIOS DE EXCLUSION

Pacientes con otros diagndsticos que no sea sepsis

Pacientes que cuenten con historia clinica incierta

Pacientes que no sean derechohabientes del ISSSTE

Pacientes que no cumplan con las edades de los 2 meses de vida a los 17 afios
Pacientes que no cumplan con todos los datos clinicos estudiados

Pacientes que no cumplan con todos los marcadores bioquimicos estudiados
Pacientes trasladados de otra Unidad Hospitalaria

CRITERIOS DE ELIMINACION

Pacientes con expedientes incompletos
Que no acepten firmar el consentimiento informado
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ANALISIS ESTADISTICO

El presente estudio se bas6 en una muestra de 32 pacientes con diagnéstico en los
diferentes estadios de sepsis en la edad pediatrica de los cuales 2 fueron excluidos por no
contar con criterios de inclusion, quedando sélo 30 pacientes para el estudio, sin contar con
predominio de sexo ambos fueron del (50%) (grafica3). Siendo el mes de febrero del 2015 de
mayores ingresos a la UTIP.

Se agrupo a la muestra en seis grupos etarios: Grupo 1. 2 meses a los 6 meses, Grupo 2. 7
meses a los 12 meses, Grupo 3. 1 afo a los 2 afios 11 meses, Grupo 4. 3 afios — 5 afios 11
meses, Grupo 5. 6 afios a 9 afios 11 meses y Grupo 6. 10 afios a los 17 afios 11 meses donde
se buscé la distribucion por genéro. La edad promedio y con mas ingresos fueron en menores
de 12 meses, debido a la falta de produccién de defensas a esta edad siendo el grupo mas
suceptible a este tipo de escenarios estudiados en esta investigacion.

La extrapolacion a la poblacién bajo estudio de la frecuencia con la que la variable grafica fue
ejecutada se llevo acabo empleando intervalos de confianza (IC del 95%), estos estan
concentrados en la Tabla 13. La correlacion de la frecuencia de acuerdo al grupo etario y
género para la prueba Z de analisis estadistico reunidos en la Tabla 14. La frecuencia por
genéro y expresion genética para el polimirfismo estudiado se encuentra en la Tabla 9 donde
se muestra que es predominante en el sexo femenino con un 50% a comparacion con el sexo
masculino con 49 %, de los cuales la expresidén génica mas encontrada fue la heterocigota
con predominio en ambos sexos: femenino 35% y del sexo masculino 24.5%. Encontrandose
que la expresion genética heterocigotica fué las mas frecuentes y la uUnica que proporciono
estadisticamente significancia a favor del género femenino (Z=1.52). Las otros grupos
problema no demostraron significancia alguna.

El analisis estadistico se realizd con los programas SPSS 9.0, ademas Shahannon-Wiener,
empleandose el test de la t de Student para muestras pareadas, cuyas diferencias fueron
significativas para los valores de p < 0,05. Se compararon los factores predictores de
mortalidad como la escala de PRISM y la puntuacion para su clasificacion ademés se
compararon con el tiempo de seguimiento.
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RESULTADOS

En el periodo que abarca (7 meses) el presente estudio, ingresaron en nuestro servicio un total
de 52 pacientes, de ellos 32 pacientes con el diagnéstico de Sepsis y sus diferentes estadios,
representando el 61.5% (Tabla 1).

Tabla 1: Frecuencia de la sepsis.

PACIENTES CANTIDAD DE CASOS PORCENTAJE (%)

CON SEPSIS

SIN SEPSIS

TOTAL

GRAFICA 1. DISTRIBUCION DE LA MUESTRA EN 52 PACIENTES INGRESADOS A UTIP
EN EL PERIODO DE 7 MESES DE LOS CUALES EL 61.5% PRESENTARON SEPSIS O
ALGUNOS DE SUS ESTADIOS.
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TABLA 2. MES MAS FRECUENTE DE INGRESOS DE SEPSIS: FEBRERO 2015

TIEMPO SIN SEPSIS CON SEPSIS

NOVIEMBRE 2014
DICIEMBRE 2014
ENERO 2015
FEBRERO 2015
MARZO 2015
ABRIL 2015
MAYO 2015

GRAFICA 2. MUESTRA LA FRECUENCIA EN TIEMPO DE PACIENTES CON SEPSIS EN
EL PERIODO ESTUDIADO
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TABLA 3. FRECUENCIA DE SEXO EN LA POBLACION ESTUDIADA

PORCENTAJE HOMBRE MUJER
% 50 % (15) 50 % (15)

GRAFICA 3. DISTRIBUCION POR GENERO

TABLA 4. DISTRIBUCION POR EDADES Y SEXOS

GRUPO DE EDAD FEMENINO MASCULINO

% %

GRUPO 1: 2-6 M

GRUPO 2: 6-12 M

GRUPO 3:1-3 A

GRUPO4:3-5A

GRUPO 5:5-10 A

GRUPO6:10-15A
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GRAFICA 4. DISTRIBUCION POR EDADES Y SEXOS

= — = » FEMENINO
T — = = MASCULINO
1 C i ® TOTAL
/ TOTAL

S /;/ MASCULINO

GRUPO T/ FEMENINO
GRUPO

GRUP
GRUPO
6

TABLA 5. MORTALIDAD RELACIONADA CON SEPSIS DE LOS INGRESADOS EN LA
UTIP EN EL PERIODO ESTABLECIDO DE LA INVESTIGACION

MORTALIDAD VIVOS MUERTOS TOTAL
MASCULINO 14 1 = 15
FEMENINO 12 3 = 15

GRAFICA 5. MORTALIDAD PREDOMINANTE DEL SEXO FEMENINO DE LOS
INGRESADOS A LA UTIP CON SEPSIS — CHOQUE SEPTICO — FALLA ORGANICA
MULTIPLE

MORTALIDAD

H MASCULINO

E FEMENINO
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GRAFICA 6. SUPERVIVENCIA PREDOMINANTE DEL SEXO MASCULINO DE LOS
INGRESADOS A LA UTIP CON SEPSIS — CHOQUE SEPTICO — FALLA ORGANICA
MULTIPLE

SUPERVIVENCIA

= MASCULINO

= FEMENINO

TABLA 6. FRECUENCIA DE LOS ESTADIOS DE LA SEPSIS DE LOS INGRESADOS A LA
UTIP CON SEPSIS - CHOQUE SEPTICO - FALLA ORGANICA MULTIPLE

SEPSIS 18 = 60%

CHOQUE SEPTICO 9 = 30%

FALLA ORGANICA MULTIPLE 3 = 10%
TOTAL 30 = 100%

GRAFICA 7. FRECUENCIA'Y PREDOMINIO DE LA SEPSIS EN LOS INGRESADOS A LA
UTIP

ESTADIOS DE SEPSIS

FALLA ORGANICA MULTIPLE :
CHOQUE SEPTICO d M ESTADIOS DE SEPSIS
SEPSIS _
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TABLA 7. FRECUENCIA DE SITIOS DE INFECCION DANDO ORIGEN A LA SEPSIS EN
TODOS LOS INGRESADOS A LA UTIP EN EL PERIODO ESTABLECIDO PARA LA
INVESTIGACION

RESPIRATORIO 18 60.0 %
SNC 4 13.3%
DIGESTIVO 1 3.3%
RENAL 2 6.6%
SEPSIS SIN FOCO 5 16.6%

GRAFICA 8. FRECUENCIA DE SITIOS DE INFECCION DANDO ORIGEN A LA SEPSIS EN
TODOS LOS INGRESADOS A LA UTIP EN EL PERIODO ESTABLECIDO PARA LA
INVESTIGACION

SITIOS DE INFECCION

= PULMON

= SNC

E DIGESTIVO

m RENAL

= SEPSIS SIN FOCO
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TABLA 8. TERAPEUTICA RECIBIDA A LOS INGRESADOS A UTIP EN SUS DIFERENTES
ESTADIOS DE SEPSIS

TRATAMIENTO NO. CASOS PORCENTAJE %

VOLUMEN CRISTALOIDES

O COLOIDES 30 100 %
ANTIMICROBIANOS 30 100 %
AMINAS VASOACTIVAS 25 83 %
VENTILACION MECANICA 29 96 %
INMUNOMODULADORES 3 10 %

GRAFICA 9. TERAPEUTICA RECIBIDA A LOS INGRESADOS A UTIP EN SUS
DIFERENTES ESTADIOS DE SEPSIS

TERAPEUTICA EMPLEADA

= TERAPEUTICA EMPLEADA

TABLA 9. FRECUENCIA POR GENERO Y EXPRESION GENICA DEL POLIMORFISMO FNT
ALFA: VARIEDAD -308 A/G PARA SEPSIS EN LA POBLACION ESTUDIADA.

POLIMORFISMO FNT ALFA: -308 A/G PARA
POBLACION TOTAL SEPSIS

MASCULINO
HOMOCIGOTOS
HETEROCIGOTS

FEMENINO 15 =50%
HOMOCIGOTOS 5=15%
HETEROCIGOTOS 10 =35%
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GRAFICA 10. FRECUENCIA POR GENERO Y EXPRESION GENICA DEL POLIMORFISMO
FNT ALFA: VARIEDAD -308 A/G PARA SEPSIS EN LA POBLACION ESTUDIADA.

FNT ALFA 308 A/G

¥=»HOMOCIGOTOS
HETEROCIGOTOS

MASCULINO FEMENINO

TABLA 10. DATOS CLINICOS ESTUDIADOS EN LOS PACIENTES INGRESADOS A LA
UTIP EN SUS DIFERENTES ESTADIOS DE SEPSIS

SIGNOS Y SINTOMAS ENCONTRADOS PORCENTAJE

DETERIORO DE LA ESCALA DE COMA DE

GLASGOW 22=73.3%
REACCION PUPILAR ALTERADA ( MIOSIS

O MIDRIASIS ) 28=93.3%
FRECUENCIA CARDIACA >0 <2 DE 29 = 96.6%
FRECUENCIA RESPIRATORIA >0 <2 DE 23 =76.6%
PRESION ARTERIAL SISTOLICA > o <2 DE 30 =100 %
FIEBRE 30 =100 %
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GRAFICA 11 Y 12. DATOS CLINICOS ESTUDIADOS EN LOS PACIENTES INGRESADOS A
LA UTIP EN SUS DIFERENTES ESTADIOS DE SEPSIS POR PORCENTAJE F(x).
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TABLA 11. FRECUENCIA DE MARCADORES BIOQUIMICOS ESTUDIADOS EN LOS
PACIENTES INGRESADOS A LA UTIP EN SUS DIFERENTES ESTADIOS DE SEPSIS POR

PORCENTAJE

MARCADORES BIOQUIMICOS

PORCENTAJE (%)

VSG > 15 mm/Hr 20 = 66.6 %
PCR > 10 mg/L 26 = 86.6 %
LEUCOCITOS TOTALES > 12 MIL o < 4 MIL 30=100 %
PLAQUETAS > 450 mil o < 150 mil 14 =46.6 %
TP > 12 seg 8 =26.6 %
TPT > 38 seg 12=40 %
INR > 1.2 5 =16.6 %
CREATININA > 1.5 mg/dL 6 =20 %
AMILASA < 100 UI/L 14 = 46.6 %
LIPASA <100 UI/L 11 = 36.6 %
TGO > 35 mg/dL 25= 83.3%
TGP > 40 mg/dL 19 = 63.3%
GGT <40 mg/dL 15= 50 %
BILIRRUBINAS TOTALES > 1 mg/dL 7 =23.3%
INDICE DE KIRBY: PaO2/ FiO2 26 = 86.6 %

GRAFICA 13. FRECUENCIA DE MARCADORES BIOQUIMICOS ESTUDIADOS EN LOS
PACIENTES INGRESADOS A LA UTIP EN SUS DIFERENTES ESTADIOS DE SEPSIS POR
PORCENTAJE F(x)
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GRAFICA 14. FRECUENCIA DE MARCADORES BIOQUIMICOS ESTUDIADOS EN LOS
PACIENTES INGRESADOS A LA UTIP EN SUS DIFERENTES ESTADIOS DE SEPSIS POR
PORCENTAJE F(x)
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GRAFICA 15. MUESTRA DE T DE STUDENT DEL PORCENTAJE DE PRESENTACION DE
LOS FACTORES PREDICTORES DE MORTALIDAD SEGUN LA ESCALA DE PRISM.
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GRAFICA 15. AJUSTE DEL MODELO SELECCIONADO Y PRONOSTICO DE FUTUROS

VALORES

Grafica de Secuencia en Tiempo para Estadia
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FUENTE: RESULTADOS OBTENIDOS DEL ANALISIS ESTADISTICO APLICADO POR EL

PROGRAMA SPSS 9.0. Y SHAHANNON-WIENER.

TABLA 13. INTERVALOS DE CONFIANZA PARA LA FRECUENCIA DE DATOS CLINICOS

PRESENTADOS EN LA SEPSIS

(0.491031-0.770843)

GLASGOW 15 73.3
PUPILAS 4 93.3
FC 1 96.6
FR 3 76.6
PAS 1 100
FIEBRE 3 100

(0.247078-0.548206)
(0.145204-0-466994)
(0.162311-0.424905)
(0.116301-0.403448)
(0.165266-0.359612)
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TABLA 14. CORRELACION ENTRE LOS MARCADORES BIOQUIMICOS EN EL GENERO Y
NIVELES DE COMPARACION

MUJERES HOMBRES ANALISIS
ESTADISTICO

GRUPOS: FREC % FREC % FREC % PRUEBA/Z
1 4 133 4 133 8 26.6 Z=1.52
2 5 15.9 3 10.7 8 26.6 7=1.52
3 0 0 2 6.6 2 6.6 Z=0.80
4 0 0 1 3.3 1 3.3 Z=0.46
5 3 8.9 1 4.4 4 13.3 Z=0.86
6 4 17.7 3 5.9 7 23.3 Z=1.34

TABLA 5. ANALISIS ESTADISTICO POR GRUPOS PROBLEMA

MUJERES HOMBRES ANALISIS
ESTADISTICO
GPO.PROB FREC %  FREC %  FREC % licuadrada
Gpo.1 4 133 4 13.3 8 26.6 46.98
Gpo.2 5 15.9 3 10.7 8 26.6 46.98
Gpo.3 0 0 2 6.6 2 6.6 12.62
Gpo.4 0 0 1 33 1 3.3 6.43
Gpo.5 3 8.9 1 4.4 4 13.3 14.56
Gpo.6 4 17.7 3 5.9 7 233 40.18
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XV. ANEXO 1
CARTA DE CONSENTIMINETO INFORMADO
Asociaciéon del Polimorfismo Genético: Factor de Necrosis Tumoral Alfa en su variedad

-308GA en pacientes pediatricos en sus escenarios de sepsis, choque sépticoy falla
organica multiple ingresados a la Unidad de Terapia Intensiva Pediatrica

NOMBRE EDAD:

DIAGNOSTICOS DE INGRESO

CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA PARTICIPAR EN UN ESTUDIO DE
INVESTIGACION MEDICA

Titulo de la Investigacién: “Asociaciéon del Polimorfismo Genético: Factor de Necrosis Tumoral
Alfa en su variedad -308GA en pacientes pediatricos en sus escenarios de sepsis, choque
séptico y falla organica multiple ingresados a la Unidad de Terapia Intensiva Pediatrica”

”

GRUPOS PROBLEMA POR GRUPO ETARIO MUJER HOMBRE

1 2 3 3 5 6

MEDICION DE LOS ESTADIOS DE LA SEPSIS

NOV DIC ENERO | FEBRERO | MARZO | ABRIL | MAYO | TOTAL

SEPSIS

CHOQUE
SEPTICO

FALLA
ORGANICA
MULTIPLE

TOTAL

IDY FECHA DE TOMA DE MUESTRA

COMPLICACIONES ESPERADAS NECECIDAD DE USO
DECRISTALOIDES AB AMINAS VENTILACION
MECANICA INMUNOMODULADORES

NOMBRE Y FIRMA DE PADRE O TUTOR

FECHA
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DISCUSION DE RESULTADOS

Cabe mencionar que de los ingresos a la Unidad de Terapia Intensiva Pediatrica en el
periodo estudiado de 7 meses ingresaron 52 pacientes de los cuales el 61.5% presentaron
algunos de los estadios de sepsis y el 38.5% no presentaron sepsis. A pesar de los esfuerzos
terapéuticos empleados todavia no se logra disminuir su porcentaje. La mortalidad fue
detectada en 4 pacientes obteniendo predominio del sexo femenino en un 75% y sélo el 25 %
de los pacientes del sexo masculino asi como los menciona Carcillo en 2003 sustentando el
mismo fundamento. (9). También coincide con la presentacion de los diferentes estadios de
la sepsis en orden de frecuencia sepsis con un 60%, choque séptico 30% y finalmente con
Falla Organica Multiple en un 10%. (10). Segun Dellinger los sitios de infecciébn mas
frecuentes son las vias respiratorias bajas, cabe resaltar que el presente trabajo de
investigacion obtuvimos los mismo resultados también con el orden de frecuencia de
pulmon en un 60%, Sistema Nervioso Central 13.3 %, Tubo Digestivo 3.3 %, Renal 6.6%, sin
embargo con un porcentaje alto la sepsis sin foco aun predomina en nuestra actualidad con
un 16.6%.

La terapéutica empleada en nuestros pacientes fue la misma que describié Dellinger y
colaboradores en el 2013 en la ultima revision y actualizacion de la campafa sobreviviendo
a la sepsis donde se mencionan cristaloides, antimicrobianos de amplio espectro, aminas
vasoactivas, necesidad de Ventilacién Mecanica y uso de Inmunomoduladores.

El presente estudio se basé en una muestra de 32 pacientes con diagnédstico en los
diferentes estadios de sepsis en la edad pediatrica de los cuales 2 fueron excluidos por no
contar con criterios de inclusion, quedando solo 30 pacientes para el estudio, sin contar con
predominio de sexo ambos fueron del (50%) (grafica3). Siendo el mes de febrero del 2015 de
mayores ingresos a la UTIP. Se agrupo a la muestra en seis grupos etarios: Grupo 1. 2 meses
a los 6 meses, Grupo 2. 7 meses a los 12 meses, Grupo 3. 1 afno a los 2 afos 11 meses,
Grupo 4. 3 afos — 5 afios 11 meses, Grupo 5. 6 afios a 9 afios 11 meses y Grupo 6. 10 afios a
los 17 afnos 11 meses donde se buscé la distribucion por genéro. La edad promedio y con més
ingresos fueron en menores de 12 meses, debido a la falta de produccién de defensas a esta
edad siendo el grupo mas suceptible a este tipo de escenarios estudiados en esta
investigacion.

La extrapolacién a la poblacion bajo estudio de la frecuencia con la que la variable grafica fue
ejecutada se llevo acabo empleando intervalos de confianza (IC del 95%), estos estan
concentrados en la Tabla 13. La correlacion de la frecuencia de acuerdo al grupo etario y
género para la prueba Z de analisis estadistico reunidos en la Tabla 14. La frecuencia por
genéro y expresion genética para el polimirfismo estudiado se encuentra en la Tabla 9 donde
se muestra que es predominante en el sexo femenino con un 50% a comparacion con el sexo
masculino con 49 %, de los cuales la expresidn génica mas encontrada fue la heterocigota
con predominio en ambos sexos: femenino 35% y del sexo masculino 24.5%. Encontrandose
que la expresion genética heterocigotica fué las mas frecuentes y la Unica que proporciono
estadisticamente significancia a favor del género femenino (Z=1.52). Las otros grupos
problema no demostraron significancia alguna. El analisis estadistico se realiz6 con los
programas SPSS 9.0, ademas Shahannon-Wiener, empleandose el test de la t de Student para
muestras pareadas, cuyas diferencias fueron significativas para los valores de  p < 0,05. Se
compararon los factores predictores de mortalidad como la escala de PRISM vy la puntuacion
para su clasificacion ademas se compararon con el tiempo de seguimiento
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CONCLUSIONES

Gracias a los resultados de extraccion y purificacion del ADN se asoci6 el polimorfismo FNT
alfa en su variedad -308 A/G a casi todos los pacientes estudiados, confirmando lo
redactado en la literatura en medicina gendmica, ésta expresion génica hace mas
susceptible a la poblacién a padecer sepsis en todas sus fases, como ya se comentd en
lineas anteriores la predisposicion a los heterocigotos a comparacion de los homocigotos,
siendo mas frecuente en todas la variables estudiadas la predominancia del sexo femenino
tanto en la mortalidad como en sus fases mas sombrias de la sepsis. También se asocia
que el sitio de infeccidon mas frecuente de sepsis en el pulmén con un 60%. Asi como la fase
de sepsis en la alta con un 60% a comparacion de choque séptico en un 30% y falla
organica multiple en un 10%. Se compararon resultados genéticos con datos clinicos
estudiados, marcadores bioquimicos y factores de predictores de mortalidad. El
conocimiento del Genoma Humano es el futuro de la Inmunogenética, Farmacogenética y
Farmacogendémica haciéndonos identificar y relacionar bases moleculares para modificar la
respuesta a la terapéutica empleada y si es necesario en un futuro espero no muy lejano
hasta la manipulacién de los acidos nucleicos para evitar enfermedades mortales e Identificar
nuevas dianas terapéuticas.

» Se confirmd las variaciones genéticas que predicen la sepsis.

» Que existen muchas variantes genéticas, en especial los SNPs “ Single nucleotide
polimorfismo” que nos obligan a conocer y predecir a través del tiempo para evitar
sufrimiento en nuestros pacientes y prever complicaciones que los lleven a la muerte.

» La aparicién de nuevas tecnologias nos ayudan a disminuir el tiempo de Respuesta en
los resultados esperados; realizar varios Polimorfismos simultaneamente.

» Con el punto anterior podremos reducir costes.

» Evitamos la administracién de terapia ineficaz o que produzca efectos secundarios en
el paciente.

Queda la puerta abierta para futuras investigaciones
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