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RESUMEN
Introduccion:

El sindrome dificultad respiratoria aguda inducido por infeccién por virus H1N1 representa un
problema de salud que se asocia a alta mortalidad, es una enfermedad estacional y con frecuencia
afecta a una particular porcentaje de la poblacion, en particular a grupos hispanos y frecuentemente a
poblacién mexicana, tal es el caso del brote en 2009 en México, también debe destacarse el alto coste

que de la atencion hospitalaria que de la enfermedad deriva.

Material y Métodos:

Se realizé un estudio transversal analitico, observacional y multicentrico, en pacientes que
cursaran con sindrome de dificultad respiratoria aguda (SIRA) Los criterios de elegibilidad fueron para
todos aquellos pacientes que tuvieran diagnéstico de SIRA hospitalizados en la unidades de cuidados
intensivos en los servicio de salud ISSSTE, hombres o mujeres sin distincion, el diagndstico de SIRA
se realizd en base a los criterios establecidos en el consenso de Berlin 2012, las variables clinicas de
origen cuantitativo y cualitativo se obtuvieron conjuntamente de los expedientes, historia clinica, hoja de
enfermeria y registros hemodinamicos, asi como de forma dindmica durante el monitoreo rutinario del
monitor de la ventilacién mecanica y sistemas de monitoreo hemodinamico, los pacientes cursaron con
SIRA secundario a infeccién por virus HIN1 y en el caso de los controles diagndstico de SIRA sin
infeccion por H1N1, la finalidad fue establecer relacion entre infeccion por virus H1N1 y el polimorfismo
de nucledtido unico del factor de necrosis tumoral -376 G/A (rs 1800750), -308 G/A (rs 1800629), y -238
G/A (rs 361525), y -251 T/A (rs 4073) de interleucina 8, para ello se extrajo DNA, para su purificacién
se utilizaron 200 pL de sangre periférica, en el Laboratorio de Medicina Gendmica del Hospital Regional
"Primero de Octubre" del ISSSTE. Se emplearon microcolumnas (Gendmica Blood Mini Kit de
preparacion de la vuelta) de General Electric Healthcare (Piscataway, NJ, EE.UU.), el DNA gendémico
fue cuantificado en un espectrofotémetro digital Nanodrop 8000 bajo las longitudes de onda 260, 280 y
320 nm, se determinaron los polimorfismos rs4073 (4802A>T) en la region codificante del gen CXCLS,
asi como los polimorfismos rs361525 (4752G>A), rs1800629 (4682G>A) y rs1800750 (4614G>A) la

reaccion de PCR en tiempo real para el SNP rs4073 se llevé a cabo con los oligonucleétidos sentido 5'-
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GCCACTCTAGTACTATATCTGTC -3' y antisentido 5'- CTG AAG CTC CAC AAT TTG GTG -3' para
amplificar un segmento de 97 pb, la identificacién se realiz6 utilizando las sondas TagMan La reaccion
de PCR fue conformada con 2.5 yL de 2X TagMan Genotyping Master Mix, 0.25 yL de 20X del marcador
que contenia 10 uM de cada uno de los oligonucleétidos sentido y antsentido, 5 uM de cada una de las
sondas marcadas con VIC y FAM, la reaccién se completé con 2.25 yL de gDNA a una concentracién

de 100 ng/pL.

Resultados:

Analizamos los polimorfismo y variables clinicas de 53 pacientes con diagnéstico SIRA de los
cuales el 75.4% masculino y 16 (30.1%) pacientes tuvieron resultado negativo a H1N1 y 37 (69.8%)
pacientes con resultado positivo. Se compararon variables clinicas “cuantitativas” entre los 2 grupos
(positivo y negativo a H1N1) utilizando prueba t y U de Mann-Whitney, se encontré una mayor saturaciéon
de O2% en el grupo negativo a H1N1 con una diferencia estadisticamente significativa (Grupo negativo
a H1N1: SatO2 81.7+7.7% vs Grupo positivo a H1IN1 70.4+15.3%, p=.008).también se encontré mayor
presion parcial de oxigeno “Pa02” en el grupo negativo a H1N1: 52.5£10.07 mmHg vs el grupo positivo
a H1N1: 45.9+11.7 mmHg, con una tendencia estadistica (p=.055). La ausencia de significancia
estadistica obedece a los intervalos de confianza amplios, respecto a los polimorfismos el analisis
estadistico de las frecuencias genotipicas no revelo diferencia significativa entre los genotipos
estudiados, los polimorfismos rs4073 y rs1800629 presentaron una leve tendencia a la significancia con
una p de 0.2293 y 0.2465, los haplotipos TT/GG/GG/GG potenciaron la tendencia hacia lo significativo
con un valor de p= 0.1484, Con los datos obtenidos y teniendo en consideracion la infecciéon por
Influenza AH1N1 como variable de desenlace, los SNPs estudiados no mostraron una correlacion

directa con el desarrollo de dicha patologia.

Palabras clave:
Polimorfismo, sindrome de dificultad respiratoria aguda, influenza H1N1, nucleétido, factor de
necrosis tumoral alfa, interleucina 8, unidad de cuidados intensivos, ventilacidn mecanica, estado de

choque, sepsis severa, DNA polimorfico.



SUMMARY

Introduction:

Acute respiratory distress syndrome induced by H1N1 virus Infection is a Health problem high
mortality can associates, is a seasonal disease and affects a hight percentage of population in a hispanic
Groups and frequently a particular Mexican population, such is the case of the outbreak in 2009, noted

Also the High Cost from the place of hospital care drift.

Material and Methods:

An analytical study, observational multicenter, was conducted on patients be pursuing with acute
respiratory distress syndrome (ARDS) eligibility criteria for all those were patients with diagnosis of
ARDS hospitalized in intensive care units in health service ISSSTE sin distinction men or women, the
diagnosis was made based SIRA a criteria established in Berlin Consensus 2012, clinical variables
quantitative and qualitative origin were obtained jointly have the records, clinic history, nursing and
hemodynamic sheet, monitoring and mechanical ventilation and hemodynamic monitoring systems, the
patients were enrolled in secondary SIRA A H1N1 virus by infection and in the case of controls diagnosis
of not H1N1 infection SIRA, The purpose was establish relationship between Infection H1N1 virus and
single nucleotide polymorphism of tumor necrosis factor of -376 G / A (rs 1800750) -308 G / A (rs
1800629) And -238 G / A (rs 361525) and -251 T / A (rs 4073) Interleukin 8, This DNA was extracted,
para his purification 200 of peripheral blood were used in the laboratory of gnomic Medicine Regional
hospital "first of October" ISSSTE. microcolumns (Genomic Blood Mini Kit Preparing the trip) GE
Healthcare (Piscataway, NJ, USA) were used Genomic DNA was quantified in digital Nanodrop
spectrophotometer UN 8000 under the wavelengths 260, 280 and 320 nm, rs4073 polymorphisms
(4802A> T) were determined in the coding region of the gene CXCL8 and rs361525 polymorphisms
(4752G> A), rs1800629 (4682G> A) S rs1800750 (4614G> A) Time PCR reaction The SNP rs4073 Real
took a corporal with the oligonucleotides 5'-SENSE GCCACTCTAGTACTATATCTGTC 3 'antisense 5'-
CTGAAG CTC TTG GTG AAT CAC-3' to amplify the segment of 97 bp UN, the identification realize was
using TagMan Probes The PCR reaction WAS made with 2.5 | of 2X TagMan Genotyping Master Mix,

0.25 | 20X marker containing 10 mM Each of the oligonucleotides DIRECTION and anti-sentido, 5 mM
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Each One of the probes labeled with VIC and FAM, The reaction was completed with 2.25 | of a UNA

gDNA concentration of 100 ng / mL.

Results:

We analyzed Polymorphism of 53 patients with ARDS of which 75.4% male and 16 (30.1%)
patients had negative for H1IN1 and 37 (69.8%) patients with positive result. "quantitative" clinical
variables were compared between the 2 groups (positive and negative to H1N1) using Mann-Whitney
test ty, higher saturation of 02% was found in the negative group to H1N1 with a statistically significant
difference (negative Group H1N1: SatO2 81.7 + 7.7% vs positive H1N1 Group 70.4 + 15.3%, p = .008).
increased partial pressure of oxygen found "PaO2" in the negative H1N1 group: 52.5 + 10.7 mmHg vs.
H1N1 positive group: 45.9 £ 11.7 mmHg, with a statistical tendency (p = 0.055). The absence of statistical
significance due to wide confidence intervals, regarding polymorphisms statistical analysis of the
genotype frequencies revealed no significant difference between genotypes studied, rs 4073 and
rs1800629 polymorphisms showed a slight trend towards significance with p 0.2293 and 0.2465, the
TT/GG/GG/GG haplotype enhanced the trend toward significant expecting a p = 0.1484, the data
obtained and considering infection Influenza AH1N1 as outcome variable, the SNPs studied showed no

direct correlation with the development of such pathology.

Keywords:
Polymorphism, acute respiratory distress syndrome, influenza H1N1, nucleotide, tumor necrosis

factor alpha, interleukin 8 ICU, mechanical ventilation, shock, severe sepsis, polymorphic DNA.



1. INTRODUCCION

1.1 MARCO TEORICO

Hace aproximadamente 50 afios, Ashbaugh y colaboradores describieron por primera vez el
sindrome de distress respiratorio agudo, un patologia caracterizada y descrita en aquel entonces como
un trastorno en el cual existe hipoxia progresiva y refractaria a los tratamiento convencionales y a
modalidades de ventilacidon convencionales, infiltrados bilaterales y disminucién de la distensibilidad
pulmonar, en ese entonces los estudios etioldgicos se correlacionaron con eventos como: choque,
trauma y pancreatitis, en breve se reporto la alta mortalidad, por ello se realizaron intentos por definir
con mayor precision dicho sindrome, en 1988 se clasificd basandole en el nivel de PEEP, la relacién
PaO2/FI02, el valor de distensibilidad y la presencia de infiltrados bilaterales en estudios de imagen
pulmonar que ademas fueran de recién aparicion, el bajo valor predictivo a las 24 y 72 hrs de inicio del
sindrome, hizo que esos criterios cayeran en desuso, posteriormente en los afios 90, se llevo a cabo
uno de los primeros consensos sobre esta enfermedad, se conformo una nueva clasificacion de acuerdo
al comité de la conferencia europea-americana, esta patologia se definié entonces como lesién
pulmonar aguda y SIRA, ambas reconocidas como entidades muy semejantes pero con variaciones en
la severidad, lo anterior basandose en el deterioro de la funcion respiratoria cuya forma de evaluacion
se designo por la relacién PaO2/FIO2, la mas reciente clasificacién se llevo a cabo en la conferencia de
Berlin en 2012, donde la designacién de SIRA cambio a grado leve, moderado y severo, se define de la
siguiente: un sindrome de aparicion subita, forma en la cual existe un deterioro respiratorio agudo, en
un periodo de al menos una semana, acompafiado de opacidades bilaterales que no tienen una
completa explicacién por derrames, colapso pulmonar, lobar o por nodulaciones pulmonares, ademas
se recomienda realizar algun estudio de gabinete en el cual se pueda demostrar la ausencia de edema
intersticial pulmonar de origen cardiaco, el estudio sugerido es un ecocadiograma, el cual de forma
objetiva puede excluir edema hidrostatico, otro criterio considerado en la nueva clasificacion es el uso
de valores elevados de PEEP (presion positiva al final de la espiracién) cuyos valores mayores a 5
cmH,0 han sido relacionados con la severidad de la enfermedad, finalmente la relacién PaO,/FiO, cuyo
valor en esta clasificacion no solo pretende ser diagnostico si no también categérico ayudando a

establecer la severidad de la enfermedad, actualmente el Sindrome de Distress Respiratorio Agudo se
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define como leve cuando la relacion entre la presion arterial de O, y la fraccion inspirada de O, es menor
que 300 pero mayor de 200, moderada cuando es menor de 200 pero mayor de 100; y como severa
cuando: es menor de 100,

Hay una estrecha relacion en fisiopatologia de pacientes con SIRA y Sepsis asi como otras
enfermedades en la cuales los complejos y cadenas inmunoldgicas juegan un papel crucial, hay
limitacién en el conocimiento acerca de la fisiopatologia del SIRA y su asociacion a otras entidades
patologicas tales como el estado de choque , sin embargo sabemos que ambas patologias comparten
entidades inflamatorias semejantes, en el caso del SIRA existen numerosas teorias que han
argumentado que puede ser producido secundario a la presencia de endotoxinas, el LPS o endotoxina
capaz de estimular directamente el complemento, estimulando a su vez directamente la agregacion
plaquetaria, migracion de neutrofilos y la activacion de macrofagos alveolares provocando liberacion de
una gran cantidad de mediadores inflamatorios como: el factor de necrosis tumoral, el péptido activador
de neutrofilos, el factor activado de plaquetas que intervienen en la regulacion de la activacion de los
neutrofilos estos pueden producir daié a través de tres mecanismo; liberacién de enzimas proteoliticas,
lizosimas, elastasas, hialorunodasas, coligenasas, los radicales libres de O, también han sido
implicados en el desarrollo y fisiopatologia de SIRA, radicales de O, NADPH oxidasa, los metanolitos
de acido araquinodico como el tromboxano A2 y el leucotrieno B4, tienen capacidad de responder y
activar la cadena inflamatoria asi como mediar la actividad del endotelio vascular, se demostré que el
factor de necrosis tumoral alfa se encontré elevado en muestras de liquidos obtenidos por lavado
broncoalveolar, desempefiando un importante papel en lo referente a citotoxicidad. siendo un potencial
blanco terapéutica con el uso de anticuerpos anti TNF alfa, algunos ejemplos de estos han sido
publicados en estudios como el New England Jornal Medicine pueden observarse parte de ellos en el
uso de terapias usadas en el choque séptico y Sepsis severa, existen también ciertos factores de riesgo
que otorgan mayor susceptibilidad para el desarrollo de estas enfermedades, tal es el caso de la
determinante genética que si bien ha sido estudiada a partir del siglo XX, han explicado un nimero
limitado de muertes, en afios recientes se incorporé el concepto genético de enfermedad y su relacion
entre el desarrollo de las mismas, ciertas enfermedades como hipertensién, diabetes y distress
respiratorio agudo han sido objeto de estudio, la influencia y prondstico que ejerce la variacion de un

nucledtido en la enfermedad, en otras enfermedades existen muchos genes involucrados con variantes
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genéticas normales, a estas variantes que son normales pero expresadas de forma multigénica se les
denomina polimorfismos, en un ambiente especifico los polimorfismos pueden modificar
susceptibilidades o determinar la predisposicion para determinados enfermedades, evidentemente
estos cambios pudieran favorecer o perjudicar a un individuo o su especie William Osler reconocio6 la
variabilidad de la vida, dando en la actualidad a la medicina genémica importancia capital en relacién al
desarrollo y relacion con ciertas enfermedades, hoy en dia la medicina gendmica intenta personalizar y
optimizar el diagnostico, pronostico y tratamiento de algunas patologias, eso mediante el reconocimiento
de las influenzas que ejercen las normales y frecuentes variantes gendmicas existentes entre diferentes
individuos. En la actualidad se dispone de diferentes terapias farmacoldgicas en el mercado que han
sido aprobados por la FDA y cuya informacién contiene datos farmacogeneticos que pueden ser
interpretados como un intento en individualizar el tratamiento de un paciente y de una enfermedad dada,
también ha contribuido en el desarrollo de nuevas tecnologias y pruebas diagnésticas, basadas en estas
variantes genéticas y a través de las cuales se intenta describir susceptibilidad y comportamiento de un
sujeto y su relacidon con su medio genético, un actual reto para el @mbito médico es la transferencia de
esta informaciéon a la comunidad cientifica y su posterior aplicacion en la practica clinica, el
reconocimiento de nuevas vias de sefializacion y nuevos integrantes de la via de inflamacién ayudarian
en el establecimiento de nuevos blancos terapéuticos. Las variantes genéticas puntuales o
polimorfismo, llamados también SNPs (polimorfismo de nucleétido Unico), pueden y se han estudiado
a través del estudio de un gen candidato se pueden establecer nuevas opciones terapéuticas en el
tratamiento de pacientes con SIRA Los polimorfismos se caracterizan por ser variantes normales de la
secuencia del acido desoxirribonucleico (ADN). Por definicién, se considera polimorfismo a la variante
que se encuentra en mas del 1% de la poblacién y que determina la existencia de al menos dos alelos.
El alelo mas frecuente es denominado nativo y el otro (u otros) polimérfico. Debido a que la frecuencia
de los polimorfismos de cada gen varia entre las distintas poblaciones y areas geogréficas, el alelo
nativo y el/los polimérfico/s son especificos para cada poblacién. A diferencia de las mutaciones, los
polimorfismos, individualmente considerados, no causan enfermedades especificas. Por ejemplo, la
LPA y el SDRA estan desencadenados evidentemente por factores ambientales, como la Sepsis o el
traumatismo, y no existe un unico gen que sea el causante de su desarrollo. Sin embargo, la variabilidad

en la susceptibilidad y/o la gravedad entre distintos individuos si esta influida por factores genéticos.
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1.2 Genética
1.2.1 Estudio del gen candidato

Los polimorfismos pueden ser de diferentes tipos:
*Polimorfismo de nucleétido simple (single nucleotide polymorphism, SNP), que consiste en la
sustitucion de un unico nucleétido por otro. En el genoma humano se encuentran registrados mas de
3.1 millones de SNP1 constituyendo el tipo mas frecuente de variantes geneticas.
*De longitud de fragmentos de restriccion (restriction fragment length polymorphism, RFLP). Se trata
de secuencias especificas de nucledtidos capaces de ser reconocidas y cortadas por enzimas de
restriccion. Un individuo puede tener o no la secuencia y, por consiguiente, ser polimérficoo o no.
*Repeticion en tdandem de numero variable (variable number tandem repeat, VNTR). Consiste en
secuencias especificas de ADN que se repiten
1.2.2 Polimorfismo

Los polimorfismos pueden ejercer sus efectos ya sea benéfico o no de acuerdo a diferentes
mecanismos
1.-Directamente, en el caso en que la presencia del polimorfismo se asocie con la variacién en el riesgo
de determinado evento, por ejemplo, mortalidad o susceptibilidad respecto a controles sanos o a
pacientes en riesgo que no desarrollan la enfermedad.
2. En «grupo ligado», constituyendo un haplotipo. Por ejemplo, la uroquinasa es una serina proteasa
que transforma el plasminégeno en plasmina 19,20. Arcaroli et al 21 comunicaron que el haplotipo
conformado por los SNP rs1916341C/ rs2227562G/ rs2227564C/ rs2227566C/ rs2227568C/ rs4066C
esta asociado a una mayor mortalidad a 60 dias en pacientes con LPA y SDRA, a pesar de que cada
variante considerada individualmente no llegé a tener significacion estadistica.
3.- En «grupo no ligado», constituyendo combinaciones de genotipos. Por ejemplo, Schroeder et al 22
analizaron la relacién de SNP de interleucinas con la susceptibilidad a LPA/SDRA, encontraron que la
presencia en el mismo individuo del genotipo rs114634TC y el rs1800872AC se asociaba a un riesgo
12 veces superior para desarrollar LPA, a pesar de que individualmente no presento asociacion y
desarrollo de LPA y que sus genes (IL13 e IL10, respectivamente) estan localizados en cromosomas
diferentes, En una reciente revision bibliografica se han descrito e involucrado en desarrollo de SIRA a

23 diferentes genes los cuales a su vez han sido relacionados con susceptibilidad para SIRA vy
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mortalidad, la frecuencia depende de la poblacién y de sus caracteristicas especificas, recomendando
la diferenciacion geografica por aéreas. En este caso el elemento tipico de estudio y por tanto de
observacion es el polimorfismo del paciente con sindrome de dificultad respiratoria aguda, El
polimorfismo comprende variantes que se consideran esperadas o normales en el Acido
desoxirribonucléico, por definicion se le considera como tal a la variante que se encuentra en mas de 1
% de la poblacion y que determina la existencia de al menos 2 alelos de estos ultimos el mas frecuente
se denominada alelo salvaje y el otro polimérfico, un aspecto clave de la investigacion en genética es
asociar variaciones de secuencia con fenotipos hereditarios. Las variaciones mas comunes son los
polimorfismos de nucleétido tnico (SNP), que ocurren aproximadamente una vez cada 100 a 300 bases.
Se espera que los SNPs faciliten los estudios de asociacioén genética a gran escala, por ello ha habido
recientemente un gran interés en el descubrimiento y la deteccion de SNP. en la actualidad se sabe que
la frecuencia de cada gen (polimorfismo) varia entre poblaciones y regiones geograficas el alelo nativo
y el polimérfico han resultados ser practicamente especificos para cada poblacién, por supuesto no
estamos diciendo que un solo polimorfismo sea capaz por si solo de causar enfermedad, en el caso de
el sindrome de dificultad respiratoria sabemos que es causado por multiples factores de orden
intrinsecos y extrinsecos tal como; factores ambientales, Sepsis y traumatismo, sin embargo el
polimorfismo puede relacionarse directamente con esta variabilidad en la susceptibilidad y gravedad; y
por lo tanto con la mortalidad de distintos pacientes siendo influenciada por factores genéticos. Como
mencionamos en otro apartado de este trabajo el polimorfismo pueden ser de tres tipos de nucleétido
unico, en tanden, de numero variable o bien de longitud de restriccion de fragmentos, con respecto al
sindrome de distres respiratorio agudo existe un problema de suma importancia en el campo de la
investigacion, se refiere a lo que autores como P Cradinal Fernandez designo como fenotipo imperfecto
refiriéndose a la dificultad que existe para identificar las caracteristicas clinicas de SIRA que realmente
correspondan a SIRA y no a otro tipo de enfermedad pulmonar, para ello se requeriria de forma ideal
un estudio histopatoldgico, en el trabajo que proponemos es facil identificar a pacientes con SIRA, la
mayoria de ellos pertenecer a pacientes de unidades de cuidados intensivos ademas de ser pacientes
que presentan la enfermedad en forma de brote y en relacion a un agente etiolégico, En la actualidad
existen dos formas basicas para el estudio genético de enfermedades complejas; uno es el estudio del

genoma y el estudio del gen candidato, la primera de ellas implica el conocimiento y estudio de una
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secuencia del polimorfismo distribuido en todo el genoma de tal suerte que, con el conocimiento de una
de las secuencias de ellos es posible predecir el resto de la secuencia hasta una distancia légica de
3x10” pares de bases. La segunda forma, es decir del analisis de un gen candidato, implica la seleccién
previa de un gen y un polimorfismo del mismo que pudiera relacionarse con la etiologia y fisiopatologia
de una enfermedad, esto resulta mas sencillo, econémico y reproducible, permite el estudio de un mayor
namero de individuos existiendo para su estudio un fundamento e hipdtesis dirigidos, en estudios
previos se han vinculado alrededor de 23 genes con el desarrollo de SIRA,

Un importante grupo de SNP son aquellos que corresponden a una mutaciéon con cambio de sentido y
que podrian modificar la secuencia de aminoacidos y las mutaciones de un proteina dandole
caracteristicas diferentes con cambios puntuales de un residuo que pueden tener distinto efecto en la
funcién proteica (que va desde ninguna variacién hasta la perdida funcional total de dicha proteinica),
de esta forma lo mas habitual es que la sustitucion de un aminoéacido por otro de similar tamafio y
propiedades fisicoquimicas tenga un efecto atenuador sobre la funcionalidad de la proteina, mientras
que si el SNP afecta a los aminoacidos clave de la estructura secundaria suele tener graves
consecuencias en su funcionalidad, en la actualidad tratar de predecir el efectos de un polimorfismo
sobre alguna funcién daba o bien en la predisposicion de enfermedades o respuesta a tratamiento
resulta dificil, esto se ha logrado mediante estudios experimentales en ingenieria genética o técnicas de
diagnéstico molecular, hay una gran variedad de polimorfismos cuya nomenclatura es bastante confusa
pero en la actualidad existe bancos informativos en los cuales se contiene la mayoria de los polimorfismo
y su probable impacto en la salud, se nombran de acuerdo a el prefijo seguido de un punto y un signo
“mayor que” separando la version silvestre del nucleétido o aminoacido mutado, por ejemplo, c.76A>T,
el rs corresponde a un numero asignado en la base de datos (dbSNP rs number). Tenga en cuenta que
dbSNP toma la definicion mas laxa 'variacion' de SNPs, por lo que no hay ningln requisito o suposicion
sobre la frecuencia minima del alelo.) Los datos de la dbSNP se integraran con otros datos genémicos.
La base de datos esta dispuesta a aceptar la presentacion de otros datos. dbSNP distingue un informe
de cémo analizar un SNP de la utilizacion de dicho SNP con individuos y poblaciones. Esta separacion
simplifica algunas cuestiones de representacion de datos. Estos informes iniciales que describen como
analizar un SNP a menudo se acompafan de experimentos mediciones, ocurrencias, alelos de

individuos y poblaciones.
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A continuacion describiremos parte de las caracteristicas que los SNP en relacion a este estudio.

El rs(1800750); rs10800750 es un polimorfismo originario del Homo sapiens, secuencia,
TCTTTTTCCTGCATCCTGTCTGGAA[A/G]ITTAGAAGGAAACAGACCACAGACCT,

Cromosoma 6:315751

Gen del factor de necrosis tumoral alfa. (TNFa)

Frecuencia alélica global A=0.0112/56 representa la segunda frecuencia alélica mas frecuente

Alelo ancestral Guanina

Significado clinico Desconocido

Este descrito en la base de datos NCBI, el alelo original es el de guanina, el significado clinico aun es
desconocido su estado de validacion esta dado por multiples presentaciones independientes al cluster
refSNP por frecuencia o datos genotipicos: se tiene alelos menores observados en al menos dos
cromosomas. También validado por la confirmacion remitente, se ha secuenciado en el proyecto 1000
Genoma.

El alelo mas frecuente en la poblacion mundial esta representado por /G/G) en la poblacién Hispana y
mexicana esto se cumple también. El menos frecuente esta representado por el haplotipo A/G, mientras

que el alelo mas frecuente esta representado por G
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El rs(1800629);rs1800629 también originario del Homo sapiens, con la siguiente secuencia genotipica
GAGGCAATAGGTTTTGAGGGGCATG[A/G]IGGACGGGGTTCAGCCTCCAGGGTCC

Cromosoma: 6:31575254

Gen del factor de necrosis tumoral alfa (TNFa)

Frecuencia alélica global A=0.0903/452 representa la segunda frecuencia alélica mas frecuente

Alelo ancestral G

Significado clinico desconocido

El alelo mas frecuente en la poblacién mundial esta representado por /G/G) en la poblaciéon Hispana y
mexicana esto se cumple también. El menos frecuente esta representado por el haplotipo A/A, en

poblacién hispana y mexicana predomina la variante G/G, el alelo mas frecuente G

Sample Ascertainment Genotype Detail Alleles

ss# Population Im(i;l:gg:al Safn';:lzl?fnt. Source AIA  AIG G;G HWP A i
55116394700 YRI 2 IG 1.000 0.500 0.500
I

5512691494 HapMap-CEU European 226 IG 0.018 0.310 0.673 0.3710.173 0.827
I I

HapMap-HCB Asian 86 IG 0.070 0.930 1.0000.035 0.965
I N

HapMap-JPT Asian 172 IG 0.047 0.953 1.0000.023 0.977
I I

HapMap-YRI Sub-Saharan African 226 IG 0.009 0.159 0.832 1.0000.088 0.912
I I

YRI Sub-Saharan African 114 IG 0.123 0.877 1.0000.061 0.939
I I

CHB Asian 90 IG 0.067 0.933 1.0000.033 0.967
I I

JPT Asian 38 IG 0.045 0.955 1.0000.023 0.977
I I

CEU European 120 IG 0.433 0.567 0.2000.217 0.783
I I

CABG_NORTHAMERICAN 2168 GF 0.037 0.262 0.701 0.0500.168 0.832
I I

POP 1 60 GF 0.433 0.567 0.1500.217 0.783
I N

POP 2 60 GF 0.133 0.433 0.433 1.0000.350 0.650
I I

POP 3 60 GF 0.033 0.333 0.633 1.0000.200 0.800
N N

HAPMAP-ASW 98 IG 0.102 0.893 1.0000.051 0.949
I I

HAPMAP-CHB Asian 82 IG 0.293 0.707 0.5840.146 0.854
N N

HAPMAP-CHD 170 IG 0.082 0.918 1.0000.041 0.959
I I

HAPMAP-GIH 176 IG 0.011 0.102 0.886 0.2510.062 0.938
I I

HAPMAP-LWK 180 IG 0.189 0.811 0.7520.094 0.906
I I

HAPMAP-MEX 100 IG 0.120 0.830 1.0000.060 0.940

Representacion alélica mundial mas frecuente del rs1800629
Obtenido de NCBI
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El rs(4073) rs4073 igualmente originario de homo sapiens con la siguiente secuencia
TTATCTAGAAATAAAAAAGCATACA[A/TITTGATAATTCACCAAATTGTGGAGC

Cromosoma: 4:73740307

Gen:CXCL8

Consecuencia funcional: corriente arriba 2kb

Frecuencia alélica global: T=0.4778/2393

Alelo ancestral: A

Significado clinico desconocido.

Para la poblacion hispana la variante mas frecuente esta representada por el haplotipo A/T, hay una

tendencia a la equidad para el alelo Ay T en la poblacion Hispana.

Sample Ascertainment Genotype Detail Alleles

. Individual Chrom. AA AT T T A T

ss# Population Group sample cmSource U HWP R -
5104828688 MXC-SNC-PNC-POP300508.1 552 IG 0.286 0.460 0.254 0.2000.516 0.484
P ——

MST-NSD-PNC-POP300508.1 262 IG 0.275 0.359 0.366 0.0030.454 0.5486
e — P ——

HCH-NSD-PNC-POP300508.1 30 IG 0.200 0.733 0.067 0.1000.567 0.433
——

MZH-NSD-PNC-POP300508.1 40 IG 0.100 0.800 0.100 0.0100.500 0.500
o

MST-NSD-AGP-POP300508.1 48 GF 0.125 0.417 0.458 1.0000.333 0.667
I e —

MST-NSD-CHP-POP300508.1 82 GF 0.317 0.341 0.341 0.0500.488 0.512
[ E—————— T ——

MST-NSD-PHL-POP300508.1 68 GF 0.235 0.353 0.412 0.1500.412 0.588
T ae— T ——

BS139696080ENSEMBL Watson 2 IG 1.000 0.500 0.500
0

5s144193007 ENSEMBL Venter 2 IG 1.000 1.000
I

Bs162236803CEU European 2 IG 1.000 0.500 0.500
e |

BS163602692YRI Sub-Saharan African2 IG 1.000 0.500 0.500
o

BS166752426 PGP 2 IG 1.000 0.500 0.500
S

5s198696004 BANTU 1 IG 1.000 1.000
I

5220999794 pilot 1 YRI low coverage panel 118 AF 0.864 0.136
S m

8s232445854pilot 1 CEU low coverage panel 120 AF 0.425 0575
P ——

5239727963 pilot 1 CHB+JPT low coverage panel 120 AF 0.333 0667
e —

5S28460996 CP 156 AF 0.420 0.580
P ———

JPK2 200 AF 0.340 0.660
T —

BS3172099 PGA-AFRICAN-PANEL African American 48 IG 0.583 0.375 0.042 1.0000.771 0.229
PGA-EUROPEAN-PANEL European 44 IG 0.136 0.409 0.455 0.7520.341 0.659
I T

Bs52087785 HSP GENO PANEL 114 IG 0.246 0.509 0.246 1.0000.500 0.500
C— e |

Representacion alélica mundial mas frecuente del rs4073
Obtenido de NCBI



EL sr(361525) rs361525 igual que todos los casos anteriores originario del Homo sapiens

Secuencia GGCCCAGAAGACCCCCCTCGGAATC[A/G]IGAGCAGGGAGGATGGGGAGTGTGAG
Chromosome: 6:31575324

Gen del factor de necrosis tumoral alfa. (TNFa)

Consecuencia funcional corriente arriba 2KB

Alelo ancestral G.

Significado clinico. Desconocido.

Frecuencia alélica global: A=0.0609/305

Para la poblaciéon hispana la variante mas frecuente esta representada por el haplotipo G/G, el alelo

mas frecuente G

Sample Ascertainment Genotype Detail Alleles
ss# Population Ingm::al Safn:rlzné'nt. Source ANA  AIG GL; HWP A :
5512691495 CABG_NORTHAMERICAN 2148 GF 0.001 0.097 0.902 0.2940.049 0.951
I I
ENSEMBL_Watson 2 IG 1.000 1.000
I I
5516360690 POPU1 40 AF 0.050 0.950
I
5516360738 POPU1 40 AF 0.050 0.950
]
554328932 PGA-AFRICAN-PANEL  African American 46 IG 0.087 0.913 1.0000.043 0.957
] .|
PGA-EUROPEAN-PANEL European 44 IG 0.136 0.864 1.0000.068 0.932
| ]
555586945 P1 200 AF 0.190 0.810 0.7520.095 0.905
. ] .|
CAUC1 60 AF 0.067 0.933 1.0000.033 0.967
. ] .|
AFR1 48 AF 0.292 0.708 0.7520.146 0.854
I I
HISP1 46 AF 0.217 0.783 1.0000.109 0.891
] I
PAC1 46 AF 0.217 0.783 1.0000.109 0.891
] L]
556310585 PDRS0 Global 168 IG 0.155 0.845 1.0000.077 0.923
| ]
ss6312902 PDRS0 Global 156 IG 0.154 0.846 1.0000.077 0.923
| ]
ss66859810HSP_GENO_PANEL 52 IG 0.038 0.962 1.0000.019 0.981
| .|
CEU_GENO_PANEL European 68 IG 0.147 0.853 1.0000.074 0.926
. ] |
AAM_GENO_PANEL African American 122 IG 0.148 0.852 1.0000.074 0.926
I I
CHB_GENO_PANEL Asian 90 IG 0.089 0911 1.0000.044 0.956
I I

Representacion alélica mundial mas frecuente del rs4073
Obtenido de NCBI



Algunos estudios que han descritos la relacion entre lesion pulmonar aguda y SIRA han derivado un
gran numero de genes y sus polimorfismos, de tales estudios mencionaremos solo algunos, Arcaroli
estudio el polimorfismo rs1916341/rs2227562/ rs2227564/ rs2227566/ rs2227568/ rs4066 C/G/C/C/C/C
de uroquinasa de pacientes con SIRA encontré aumento en el riesgo de mortalidad a 60 dias, Gong
estudio el polimorfismo de rs1800896 GG de IL 10 relacionado a SIRA encontré un aumento en la
susceptibilidad de adquirirlo con un valor de OR = 5.1 en adultos menores de 52 afios etc, también se
han reportado estudios en lo que se intenta vincular un gen al desarrollo de SIR muchos de ellos
alentadores cuando se han intentado ligar con citocinas que estan involucradas en la cadena
inflamatoria, debemos destacar algunos aspectos interesantes en relacion al factor de necrosis tumoral
alfa, este ultimo ha sido objeto de mdltiples estudios a lo largo de mucho afios desde su intervencion en
multiples patologias hasta el uso de farmacos inhibidores del mismo, tratando con ello de producir un
bloqueo a nivel de cadena inflamatoria y evitar los efectos deletéreos que de su expresion derivan, el
TNF-a, es una molécula secretoria no glicosilada, de 17 kDa, producida en el macréfagos, forma un
homotrimero de 55 kDa que es reconocido por 2 receptores transmembrana, 1 de 55 kDa (TNFR1 6
p55R 6 CD120a) y otro de 75 kDa (TNFR2 6 p75R 6 CD120b) de la familia emergente de receptores,
ambos receptores por accién proteolitica generan dos receptores mas que resultan solubles y que se
involucran en la regulacion de los niveles circulantes TNFa, este es esencial en la inmunidad del
huésped, con actividad antitumoral, antiviral y antimicrobiana. Participa en el crecimiento tisular,
diferenciacion de tejidos e inmunorregulacién. En suero sus niveles van de entre 50 pg/ml y no
detectables. Niveles mayores de 100 pg/ml, se asocian con mayor morbilidad. El TNFa estimula la
sintesis de novo de varios grupos de moléculas de adhesion, produce cambios vasculares, adhesion de
leucocitos y promueve la actividad procoagulante. Sus efectos toxicos (choque e inflamacién), son
inducidos por apoptosis, mediado por TNFR1. aquellas patologias con un componente inflamatorio y
autoinmune han sido relacionadas con aumento en suero, artritis reumatoide, lupus eritematoso
sistémico, diabetes mellitus insulino-dependiente o tipo 1, diabetes mellitus no-insulino dependiente o
tipo 2 y obesidad asociada a insulino-resistencia y choque séptico. El aumento de la expresion de TNFa

en enfermedades crénicas y agudas tiene su explicacion en base a los polimorfismos que de él derivan,
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la variabilidad de las regiones promotoras, como la participacién de factores de transcripcion asociados
que a su vez modulan la magnitud de la respuesta secretora. El gen que codifica TNFa esta ubicado en
la regién central del MHC, entre los loci HLA-B y HLA-D, en el brazo corto del cromosoma 6, en el
segmento correspondiente a las moléculas MHC de clase lll el locus de TNFa posee variedad de sitios
polimérficos, tanto en la regidon codificante como en su vecindad. Se han descrito dos formas de
polimorfismo, 1.- comprende los polimorfismos mononucleotidicos, son el objetivo de nuestra
investigacion y de nuestro interés, pueden estar en el extremo 5' (promotor) o después de la region
codificante (regién no transcrita del extremo 3'), o bien, dentro del DNA que codifica la proteina. Se han
identificado varios de este tipo, destacamos la transicion G/A en la posicién -308 de la region promotora
del gen de TNFa, -308 define los alelos TNF1 (G/G) y TNF2 (G/A y A/A). El alelo TNF2, el mas
importante en la regulacidon de la produccion de TNFa. Estudios in vitro en células estimuladas con
lipopolisacarido, indican que las de genotipo TNF2 presentan una mayor sobreexpresion de la citoquina
que las de genotipo TNF1, su sobreexpresion ha sido identificada en pacientes con AR y LES
principalmente con aumento en el valor estadistico de su expresion en pacientes con AR. La expresion
de los polimorfismos -238 y — 376 también han sido vinculados con la emergencia de enfermadles
autoinmunes y cardiovasculares. Es por ello que para nosotros estos polimorfismos seran el objeto de
estudio. Referente al polimorfismo de IL8 -251 T/A, la IL 8 también conocida como factor quimiotactico,
este ha sido descrito como un péptido pequefio, que tiene un peso aproximado de 8-10 kd, que pueden
ser producido por los linfocitos, monocitos, leucocitos, PMN fibroblastos, células endoteliales,
melanocitos y queratinocitos, juega un papel importante en la quimiotaxis y activacion de células
inflamatorias, también favorece la lesidn vascular y por tanto la migracién leucocitaria vascular, a este
respecto cabe enfatizar que las especies celulares recién mencionadas tienen un fuerte vinculado en
la fisiopatologia del SIRA, siendo demostrado en el lavado-bronco alveolar de los pacientes con SIRA,
En investigaciones sobre la patogénesis de la enfermedad producida por VSR, se ha demostrado una
relaciéon entre polimorfismo de nucleétidos en la secuencia del gen de la IL-8. Este polimorfismo se
asocia a la produccién creciente de IL-8, que es un potente quimio-atrayente de neutréfilos, ademas se
ha demostrado que ocurre con mayor frecuencia en nifios con bronquiolitis por VSR, en los que se han
encontrado niveles plasmaticos de IL-8 incrementados asociados a enfermedad severa, y con

predominio de neutréfilos. También, se ha demostrado que concentraciones elevadas de IL-8 en
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secreciones respiratorias de infantes con bronquiolitis se correlacionan con el nimero de leucocitos
presentes en las mismas, indicando que estas quimiocinas pueden ser responsables de la infiltracion
del leucocito en la via aérea durante la infeccion de vias respiratorias por virus sincicial respiratorio. El
gen que codifica al TNFa esta ubicado en la regién central del MHC, entre los loci HLA-B y HLA-D, en
el brazo corto del cromosoma 6, en el segmento correspondiente a las moléculas MHC de clase Il el
locus de TNFa posee variedad de sitios polimérficos, tanto en la region codificante como en su vecindad.
Se han descrito dos formas de polimorfismo, 1.- comprende los polimorfismos mononucleotidicos, son
el objetivo de nuestra investigacién y de nuestro interés, Se han identificado varios de este tipo,
destacamos la transicion G/A en la posicion -308 de la regién promotora del gen de TNFa, -308 define
los alelos TNF1 (G/G) y TNF2 (G/A y A/A). El alelo TNF2, el mas importante en la regulacién de la
produccion de TNFa. Estudios in vitro en células estimuladas con lipopolisacarido, indican que las de
genotipo TNF2 presentan una mayor sobreexpresion de la citoquina que las de genotipo TNF1, su
sobreexpresion ha sido identificada en pacientes con AR y LES principalmente con aumento en el valor
estadistico de su expresion en pacientes con AR. La expresion de los polimorfismos -238 y — 376
también han sido vinculados con la emergencia de enfermadles autoinmunes y cardiovasculares. Es
por ello que para nosotros estos polimorfismos seran el objeto de estudio. Con respecto a le
polimorfismo correspondiente a IL8 -251 T/A, la IL 8 también conocida como factor quimiotactico, es un
péptido pequefio, que tiene un peso aproximado de 8-10 kd, pueden ser producido por los linfocitos,
monocitos, leucocitos, PMN fibroblastos células endoteliales, melanocitos y queratinocitos, juega un
importante factor en la quimiotaxis y activacion de células inflamatorias, también favorece la lesion
vascular y por tanto la migracion leucocitaria tras vascular, a este respecto cabe enfatizar que dentro de
la fisiopatologia del SIRA estan de forma intrinseca bien vinculados los lavados bronco alveolares en
los cuales se han identificado colonias de macréfagos y células inflamatorias, es las 1-8 uno de los
agentes participantes en esta respuesta, en la sintesis de dicha IL En investigaciones sobre la
patogénesis de la enfermedad producida por VSR, se ha demostrado una relacion entre polimorfismo
del gen de IL-8, parte del objetivo de este proyectos de investigacién es identificar la probable
asociacion de los polimorfismos SNP del factor de necrosis tumoral -376 G/A (rs 1800750), -308 G/A (rs
1800629), y -238 G/A (rs 361525), y -251 T/A (rs 4073) de interleucina 8 ambos en busca de

susceptibilidad para el desarrollar de SIRA y Sepsis severa en pacientes ingresados en UCI con y sin
18



diagnéstico de infeccion por virus H1N1 (véase las figuras 1 y 2 que esquematiza y localizacion la

probable variabilidad de los polimorfismos del (TNF) a e IL-8).
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Figura 1.1 representa la localiacion gendmica de una mutacion unica de nucledtido.

Lagan et al, demostraron el genotipo rs905238 GG de la cadena ligera de la ferritina que constituye un
factor de riesgo para la LPA/SIRA, Gong et al; encontraron que el SNP IL10 rs1800896 (+1082) GG
incrementa la susceptibilidad en pacientes menores de 52 afios y Sheu et al publicaron resultados
similares para el rs444490 (+61) A del gen del factor de crecimiento epidérmico exclusivamente en
hombres. Por otro lado se demostré que la visfatina (factor estimulante de colonias de células Pre-B,
PBEF) esta vinculada con la formacién de colonias influye en eventos de Sepsis, cancer colorrectal,
obesidad y diabetes, también se han genotipificado en 87 individuos con LPA/SDRA, pacientes con
Sepsis y en 84 sujetos controles sanos. Se demostré asi que el alelo G incrementaba el riesgo de
desarrollar LPA/SDRA en 16 veces. Similares resultados encontraron Bajwa et al, que estudiaron el
SNP —1001T/G y el —1543C/T de la visfatina en 375 pacientes con LPA/SDRA y en 787 pacientes

criticos.
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Como se advirti6 con anterioridad existe evidencia que apoya el desarrollo de SIRA por H1N1
enfermedad durante la cual existe una intensa respuesta inmunolégica caracterizado por
hipercitocinemia (tormenta citoquimica) es decir niveles incrementados de interleucinas tales como; El
(TNF)a e interleucina 8 que han sido identificadas en susero de pacientes con SIRA, con respecto al (
NTF) alfa citosina proinflamatoria con caracter multifuncional y que es parte de una superfamilia del
mismo nombre TNF, dicha citosina es principalmente secretada por macroéfagos, el gen que se encarga
de su sintesis esta localizado en el brazo largo del cromosoma 6 puede unirse a receptores TNFRSF1A
/ TNFR1 y TNFRSF1B / TNFBR. Esta involucrada en la regulacion de un amplio espectro de procesos
biolégicos, incluyendo proliferacion celular, diferenciacion, apoptosis, metabolismo de los lipidos, y la
coagulacion. También se ha sido implicado en una variedad de enfermedades, incluyendo
enfermedades autoinmunes, resistencia a la insulina, y cancer. Los estudios en ratones knockout
también sugirieron su relacién con neuroprotecccion, se han identificado polirmofismo de nucleotio unico
con los que se ha logrado establecer asociaciones con enfermedades de caracter autoinmune y
oncologico Los polimorfismos del factor de necrosis tumoral -376 G/A (rs 1800750), -308 G/A (rs
1800629), y -238 G/A (rs 361525), y -251 T/A (rs 4073) de interleucina 8, son o han sido objeto de
estudio en diferentes rubros médicos tales son los casos de Sam SS1, Teoh BT1, Chinna K2, Abubakar
S1, quienes estudiaron la influencia del rs 1800750 en la Infeccion por el virus del dengue, se investigo
la asociacion entre IL-12B, IL-10 y polimorfismos del gen TNF-a con la gravedad del dengue. Se observo
una asociacion protectora de TNF-a alelo 308A y -308GA contra Dengue Hemorragico mientras que el
alelo TNF-a -238A y -238GA se asoci6 con Dengue hemorragico y dengue clasico. La variacion genética
en la regién promotora de TNF se ha asociado con las diferencias de expresion, y una serie de
enfermedades autoinmunes, infecciosas, y oncolégica. Se analizaron ocho polimorfismos de nucleétido
unico (SNP) comunes (rs746868, rs909253, rs1799964, rs1800630, rs1800750, rs1800629, rs361525,
rs1800610 y) para capturar la mayor parte de la variacion genética en TNF ademas de SNPs en
linfotoxina-alfa (LTA), variaciones de dicha regidon promotora se genotipo en un estudio de casos y
controles de base poblacional EE.UU. (3.318 casos, 2.841 controles). Prometedores resultados fueron
seguidos en un estudio de casos y controles de base poblacional independiente en Polonia (2.228
casos, 2.378 controles). En ambos estudios, las mujeres portadoras del alelo variante de rs361525

estaban en riesgo elevado de cancer de mama en comparacion con el genotipo GG (por alelo OR =
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1,18, 95% CI 1,04-1,35; p para la tendencia = 0,008). Otros SNPs no se asociaron significativamente
con el riesgo de cancer de mama. La hipétesis de que los polimorfismos en los genes de respuesta y
reparacion de tejidos inflamatorios seleccionados contribuyen a la susceptibilidad y la gravedad de la
artritis reumatoide es otro estudio en relacion a, polimorfismo de TNF. Los polimorfismos en TNFA, IL1B,
IL4, IL6, IL8, IL10, PAI1, NOS2A, C1INH, PARP, TLR2y TLR4, La IL8 781 CC se asocio con la aparicion
temprana de la enfermedad. El TNFA -238 G / A se distribuye diferencialmente entre los pacientes con
ARy controles, pero sélo cuando no se corrige por edad y sexo. Ninguno de los polimorfismos se asocia
con la gravedad de la enfermedad. Se describié una asociacién entre IL8 781 C / T polimorfismo y la
edad de inicio de la AR. Loa hallazgos indicaron que puede haber un papel para variaciones en los
genes implicados en la respuesta inmune y en la reparacion tisular en patogénesis de la AR. Sin
embargo, se requieren estudios gendmicos y funcionales mas grandes adicionales para definir mejor su
papel en la AR. tambien se han investigado la influencia de los polimorfismo y las caracteristicas clinicas
de la leucemia linfoblastica (ALL) pacientes sometidos a trasplante hematopoyético alogénico de células
madre (alo-TCMH) utilizando donantes haploidénticos portadores del antigeno HLA-B * 58: 01 / TNF
308A (B * 58: 01-TNF2) ,se reclutaron un total de 136 B-ALL y 29T / NK todos los casos. Muestras de
ADN de los pacientes y sus familiares se tomaron para la tipificacién HLA y genotipado de TNF -308
(rs1800629). EI B 58: 01-TNF2 el haplotipo en donantes emparentados fue determinada por sus
relaciones familiares. los pacientes que utilizan donantes rs haploidénticos llevan B 58: 01-TNF2
tuvieron mayor mortalidad global (p ajustado = 0,039) y la mortalidad a dos afios fue mayor (p ajustada
=0,001).

En el estudio de inflamacion y candidatos asociaciones de genes relacionados con la inmunidad con la
susceptibilidad lesién pulmonar aguda y la gravedad: un estudio de validacion.O'Mahony vy
colaboradores evaluaron las variantes comunes en genes relacionados con la inflamacioén, la inmunidad
innata, la funcidn de las células epiteliales, y la angiogénesis se ha informado de que se asocia con
riesgos para la lesion pulmonar aguda vy los resultados relacionados. Probaron si las asociaciones
previamente notificadas pueden ser validadas en una cohorte independiente en riesgo de ALI.
Identificaron 37 variantes genéticas en 27 genes previamente asociados con ALl y los resultados
relacionados. Prepararon discriminacion alélica ensayos durante 12 SNPs en 11 genes con MAF> 0,05

y genotipo estos SNPs en sujetos de raza blanca de una cohorte de pacientes criticamente enfermos
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que cumplian los criterios para el sindrome de respuesta inflamatoria sistémica (SIRS), seguido por el
desarrollo de la LPA, duracion de la ventilacion mecanica y la muerte en el hospital. Entre los sujetos
de raza blanca con SIRS (n = 750), identificaron una asociacion nominal entre rs2069832 en IL6 y ALI
con susceptibilidad (OR (adj) 1,61; 95% e intervalo de confianza [IC]: 1,04 a 2,48; p = 0,03). En un
analisis de sensibilidad se clasifico para el sindrome de distrés respiratorio agudo (SDRA), rs61330082
que fue nominalmente asocia con riesgo de SDRA. el (rs4073) de IL8 fue nominalmente asociado con
menos dias sin ventilador y el SNPs en NFE2L2 (rs6721961) y NAMPT (rs61330082) fueron
nominalmente asociados con la mortalidad a 28 dias Las direcciones del efecto de estas asociaciones
nominales fueron en la misma direccion como se informd anteriormente, pero ninguna de las
asociaciones sobrevivid correccion de multiples pruebas de hipotesis.Aunque los andlisis primarios no
pudieron validar estadisticamente asociaciones, proporcionan cierto apoyo a las asociaciones entre

SNPs en IL6 y NAMPT vy el riesgo para el desarrollo de la lesién pulmonar y de SNPs en IL8,
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Figurea 2, representacion de la localizacion de un rs

2.- Sindrome de Respuesta Respiratoria Aguda
2.1 Cuadro Clinico
El sindrome de dificultad respiratorio agudo tiene una versatil sintomatologia entre 12 a 24 horas

el paciente parece estable con signos y sintomas muy leves, radiolégicamente hay hallazgos
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insignificantes si no es que nulos aunque en la progresion de la enfermedad puede hallarse un infilirado
radiologico dependiendo de la causa que le de origen, El primer sintoma es la taquipnea asociada con
hipoxemia refractaria. Entre 1 a 5 dias de suelen existir signos clinicos durante la exploracion fisica,
En la radiografia de térax hay infiltrados alveolares con o sin broncograma aéreo. También pueden
surgir hallazgos inespecificos en los estudios topograficos pueden existir consolidaciones pulmonares
con el tiempo las zonas de consolidacion se vuelven menos confluentes. Y es muy frecuente encontrar
zonas en vidrio despulido

El comportamiento clinico es similar al relacionado a disfuncion ventricular diastélica izquierda los signos
y

Sintomas de caracter respiratorio, frecuentemente son taquipnea, disnea, cianosis. La fibrosis que
sobreviene con el proceso inflamatorio inicial produce disminucién de la distensibilidad intrinseca
pulmonar generando cambios en el proceso de difusion y ventilacién alveolar Existen tres fases que
caracterizan a esta enfermedad 40 y el 70 dia parénquima pulmonar color rojo oscuro histolégicamente
existen pequefos exudados hemorragicos. Alvéolos dilatados parénquima alrededor colapsado y duro.
Congestion capilar pulmonar y edema intersticial asi como membranas hialinas, existen conglomerados
de nmunoglobulinas, fibrindgeno, fibronectina, complemento, como consecuencia del exceso de
produccion de moco y edema intersticial y alveolar se

Producen atelectasias obstruccion los tabiques alveolares la migracion neutrofilica y las citosinas
quimiotacticas producen neutréfilos tanto en los alvéolos como en el intersticio. Lo que deriva en
necrosis de los neumocitos tipo |, que se desprenden de la membrana basal esta Ultima es mas
importante en los neumocitos tipo 1 En la fase proliferativa 1 a 3 semanas, el parénquima palidece
predomina la produccién de tejido conectivo hiperplasia de neumocitos tipo I, hay transicién entre los
neumocitos | y Il Se produce metaplasia escamosa proliferan los fibroblastos y miofibroblastos que
derivan en fibrosis la histopatoldgia esta en relacion con el tiempo de evolucion del SIRA, en promedio
en el dia 35 la fibrosis predomina siendo imposible diferenciar entre uno y otro tejido en la fase fibrotica
3 a 4 semanas hay completa remodelacién predomina el tejido colagenoso pleura visceral esta
engrosada y el parénquima tiene zonas de fibrosis Hay tabiques alveolares engrosados La clasica
imagen en panal es muy semejante a la de fibrosis pulmonar idiopatica, en pacientes que sobreviven

por mas de 14 dias hay un importante aumento de colageno y fibrosis pulmonar importante la funcién
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pulmonar puede permanecer moderada a normal, aun cuando existen amplias zonas de fibrosis, lo
anterior sugiere cierto grado de reversibilidad de la lesion crénica aunque esto no ha sido demostrado
del todo. Por el contrario en otros pacientes sobrevivientes al SIRA se han identificado zonas de fibrosis
con importantes cambios en la funcién pulmonar aunque aun faltan estudios con mayor precision el tipo

y grado de afeccién en la funcién pulmonar.

3.-Definicién del problema

En la actualidad los institutos de salud de estados unidos, han reportado una incidencia
aproximada de 75 paciente con SIRA por cada 100,000 con una mortalidad aproximada de 40 a 60%,
en nuestro pais no hay hasta el momento adecuados reportes precisos acerca de la mortalidad e
incidencia asociados a SIRA, tampoco existe una casuistica que defina con exactitud los porcentajes
incidencias y mortalidad del SIRA en relacion a sus causas, su comportamiento y alternativas de
tratamiento, lo anterior justifica un el inicio y seguimiento de estudio de los pacientes con SIRA en
nuestro medio, para nuestra poblacién con la finalidad de establecer nuevos conocimiento sobre la
etologia, fisiopatologia, factores determinantes y de riesgo asi como nuevas opciones terapéuticas. en
nuestro pais no hay hasta el momento adecuados reportes precisos acerca de la mortalidad e incidencia
asociados a SIRA, hay diferentes formas etioloégica de dicha patologia tales como embolismo graso,
contusion pulmonar, trauma no toracico, choque de cualquier etiologia, craneo hipertensivo, neumonias,
coagulacion intravascular diseminada, asociada a transfusiones trastornos metabdlicos como
pancreatitis, uremia, incluso derivado de uso o exposicién a téxicos hidrocarburos toxicos, cadmio,
nitrégeno concentraciones elevadas de O,, propoxifeno o asociado a farmaco, propoxifeno, barbituricos
salicilatos etc., una de las mas importantes etiologias, es la asociacién que guarda el desarrollo de SIRA
con Sepsis severa y choque séptico reportandose en la actualidad hasta en un 40%, con elevadas
mortalidades que han llegado a respetarse hasta en 90%, de lo anterior ha derivado también calificar al

SIR como de etiologia primaria o bien secundaria, con respecto a el choque séptico y la Sepsis severa

4.- Hipétesis
Ho. Los polimorfismos no representan un factor de riesgo y no estan relacionados con el

desarrollo y severidad SIRA y Sepsis severa
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Ha. Los polimorfismos son un factor de riesgo y estan relacionados con el desarrollo y severidad

de SIRA Sepsis severa

5.- Justificacion

La alta mortalidad asociada a SIRA justifica la busqueda de nuevas vias de sefalizacion, nuevos
conocimientos acerca de la fisiopatologia y el establecimiento de nuevas opciones terapéuticas, los
ingresos hospitalarios solo en los estados unidos por choque séptico y Sepsis severa abarcan alrededor
de 750 millones/ afio, respectivamente, de ellos solo 10 319 418 correspondieron a Sepsis, Alberti y
colaboradores encontraron que en UTI de Europa y Canada: de 14,364 ingresos, 4,500 correspondieron
a Sepsis, asociada también a SIRA con una mortalidad hospitalaria de 53%., El estudio SOAP (Sepsis
Occurrence in Acutely ill Patients) informé que 30 % de los ingresos a las UTI de hospitales europeos
se debieron a Sepsis y SIRA, la tasa de mortalidad es de 32.2 %. En México no existe epidemiologia
reportada de manera constante, sin embargo en el afio del 2009 se realiz6 la Encuesta Nacional de

Sepsis, en la que revela que el 27.3 % de los ingresos a las UTI.

6.- Objetivos
6.1 Objetivo General

Determinar el impacto de polimorfismos del factor de necrosis tumoral -376 G/A (rs1800750), -
308 G/A (rs1800629), y -238 G/A (rs361525), y -251 T/A (rs4073) de interleucina 8 y su relacién con el

desarrollo sindrome de dificultad respiratoria aguda y Sepsis severa.

6.2 Especificos
1. Determinar la asociacién existente entre SNP'S de la region promotora de los genes TNFa e IL-
8 y el desarrollo y mortalidad de pacientes SIRA y Sepsis severa
2. Determinar la correlacion existente entre los SNP's de la regién promotora de los genes TNFa

e IL-8 y la respuesta al tratamiento y microorganismos asociados con SIRA y Sepsis severa
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3. Determinar la correlacion existente los SNP'S de la regidon promotora de los genes TNFa e IL-8
y respuesta opciones terapéuticas, modo ventilatorio convencional y no convencional en
pacientes con SIRA
7.- Material y métodos
7.1 Diseio
Se trata de un estudio multicentrico tranvesrsal analitico
Para un valor de significancia P <0.05 % es decir un error alfa de 5 %, y un poder estadistico de 80% o
bien error beta de 20% aplicando la siguiente ecuacion
Za = .05 estimacion de confianza
Zb = .20 error beta
p = ponderada
Dénde: p =p2+rp1/2
Software SPSS
Se tomaron 53 pacientes SIRA y sepsis severa 37 con infeccion y resultados positivos por PCR para
H1N1 y 16 sin infeccidn y con resultados negativo por PCR para H1N1.
Empleando la siguiente ecuacion para poblacion finita a través de la siguiente:
Za=1.96.
Zb= 84
P10.5

P, 0.8
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7.2 Criterios de inclusion

Pacientes con edad de 18 afios de edad en adelante con Diagnéstico de Sindrome de
Insuficiencia Respiratoria Aguda
7.3 Criterios de exclusion

Diagnostico Previo de neumonia, uso de O2 suplementario, diagndstico de metastasis, Ca
pulmonar, insuficiencia cardiaca crénica, diagnéstico previo de fibrosis pulmonar, neuropatia intersticial

difusa o todo aquel que afecte la funcion pulmonar de forma crénica Falta de consentimiento informado..

7.4 Definicion de Grupo Control
Todos aquellos pacientes con desarrollo de SIRA y sepsis severa de otro origen diferente a

infeccion por H1N1

Tipo de variable Variable

Edad Cuantitativa
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Genero Cualitativa

Disfuncion organica Cuantitativa
Estado de choqué Cuantitativa
Tension Arterial Media Cuantitativa
PEEP Cuantitativa
Fio2 Cuantitativa
Modo ventilatorio Cualitativa
Relacion PaO2/Fio2 Cuantitativa
Presion Meseta Cuantitativa
Presién Media Via Aérea Cuantitativa
7.5 Definicion de Presion Pico Cuantitativa
Variables POLIMORFISO A -376 Dicotomica

G/A, -308 G/A Y -238 G/A;
NTF-a
Edad Afos cumplidos hasta el momento de la determinacion, caracteristica
cualitativa del paciente
Genaro Masculino o femenino.
Disfuncion Organica Definida como aquella alteracion de la homeostasis de un o6rgano
susceptible de ser reversible en 48 hrs y que esta definida de la siguiente

forma de acuerdo a la escala de Marshall,

SISTEMA DISFUNCION
ORGANICO
Respiratorio Hipoxia que requiere VM al menos por 2

dias, SIRA progresivo necesitando PEEP
10 o FiO2 >50%

Renal Diuresis £500ml/dia o Creatinina 265mmol/l
(0.5mg/dl) del basal Necesidad de proceder

dialitico.
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Estado de choque

Hepatico Bilirrubina >31 mmol/l Transaminasas
superiores al doble del valor
Ictero franco.

Cardiovascular Disminucion de la fraccion de eyeccion,
aumento de la permeabilidad capilar.
Respuesta hipodinamica pese al soporte
inotrépico.

Gastrointestinal fleo con intolerancia a la alimentacién oral
mas de 5 dias, ulcera de stress que requiere
transfusion o colecistitis aguda alitiasica.

Hematolégico Tiempo de protombina o TPT >25%,
plaquetas <80 000 x 109, CID.

Neurolégico Alteracion mental, coma progresivo.
Glasgow <6 puntos en ausencia de

sedacion.

Estado de hipoperpfusion persistente, determinado por presiones
arteriales medias menores a 65 mmHg, aumento del valor de lactato 2
desviaciones estandar por arriba del valor de referencia, necesidad de

apoyo vasopresor, cualquier dosis y cualquier vasopresor. Ya sea
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Tension Arterial Media

PEEP

Fio2

Modo ventilatorio

Relaciéon PaO2/Fio2

Presion Meseta

Presion Media Via Aérea

vasopresina, terlipresina, noradrenalina dopamina, dobutamina o
terlipresina

A la presién constante que, con la misma resistencia periférica produciria
el mismo caudal (volumen minuto cardiaco) que genera la presion arterial
variable, su célculo basado en el area debajo de la curva del monitor de
monitoreo invasivo por linea arterial o mediante la ecuacion 2PD + PS /2
Presion positiva al final de la espiracidon, determinada por el punto de
inflexion inferior de la curva volumen/presién, la medicidon que
realizaremos deriva del monitor de ventilacion mecanica.

Porcentaje inspirado de Oxigeno que emplea el paciente, el anterior
determinado por los diferentes métodos de apoyo ventilatorio y el
correspondiente % de FiO,, el caso de la ventilacion mecanica, se medira
atreves del monitor de ventilacion mecanica.

Control sistematico programado en la ventilacidon mecanica para la
asistencia o control total del paciente ventilado

También conocido como indice de kirby establece la relacion que existe
entre la presioén arterial de O, por la fraccion inspirada de O, representa
una medicion de la capacidad de captacion de O, de un sistema
relacionado con la fraccion de O, a la cual esta expuesta dicho sistema,
es una medicién de la capacidad de un sistema de ser capaz de saturarse
o bien captar y emplear el oxigeno

Presion meseta, plateau o estatica es el valor obtenido al final de la
inspiracion haciendo una pausa inspiratoria y sin flujo aéreo,
DETERMINANTE IMPRESINDIBLE DE LA DISTENSIBILIDAD DEL
Parénquima pulmonar (su medicion se establece en la ventilaciéon
mecanica mediante una pausa inspiratoria de la valvula espiratoria

Promedio de las presiones generadas en la via aérea
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Presién Pico Representa el valor maximo de la presion relacionada con la resistencia
al flujo de aire en la via aérea y esta relacionada directamente con
distensibilidad dinamica su medicién se realiza también con la medicion
directa en el monitor del ventilador mecanice

polimorfismo a -376 g/a, - La variante genética de nucleétido Unico de uno de los loci del gen de

308 g/a y -238 g/a; ntf-a transcripcion del factor de necrosis tumoral alfa

-251 t/a de interleucina 8 La variante genética de nucleétido unico de uno de los loci del gen que

sintetiza a la Interleucina 8

7.6 Purificaciéon del DNA genémico

Previa adquisicion del consentimiento informado se realizo toma de muestra de sangre
periférica obtenida por medio de venopuncién con un equipo bacutainer de ambiente cerrado (BD
Microtainer, NJ, EE.UU.), la muestra fue recogida en un tubo de 13X75 que contiene K2 EDTA como
anticoagulante (BD Microtainer, NJ, EE.UU.). Una vez que se tomaron las muestras, fueron
inmediatamente almacenados a 4 °C utilizando placas de gel para crioconservacion y contenedores
herméticos para su traslado al Laboratorio de Medicina Gendmica del Hospital Regional "Primero de
Octubre" del ISSSTE. Se utilizaron 200 uL de sangre, las muestras se procesaron para la extraccion de
ADN gendmico en el mismo dia de su obtencién mediante el uso de microcolumnas llustra (Gendmica
Blood Mini Kit de preparacion de la vuelta) de General Electric Healthcare (Piscataway, NJ, EE.UU.), el
DNA gendmico fue cuantificado en un espectrofotémetro digital Nanodrop 8000 bajo las longitudes de
onda 260, 280 y 320 nm, solamente las muestras que presentaron una relacién 260/280 de 2 + 0.2,
fueron sometidas a homogenizacion de concentracion, obteniéndose 100 pL de gDNA a una
concentracion final de 100 ng/uL, la integridad del material genético fue analizada por electroforésis
electromagnética en gel de agarosa al 2% sobre una camara Horizon 58, la imagen fue capturada en
un fotodocumentador Kodak GelLogistic 2000

Amplification Plot
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7.7 Genotipificacion

La genotipificacion del polimorfismo rs4073 (4802A>T) presente en la region codificante del gen
CXCLS8, asi como los polimorfismos rs361525 (4752G>A), rs1800629 (4682G>A) y rs1800750
(4614G>A) presentes en el marco abierto de lectura del gen que codifica para TNF, se realizé6 mediante
pruebas de discriminacion alélica a través de la técnica de genotipificacion masiva, se utilizaron sondas
de hidrélisis con una nucleasa 5' (prueba de discriminacion alélica TagMan). Se utilizaron
oligonucledtidos especificos y sondas de hidrélisis marcadas con FAM (6-carboxiflouresceina) y VIC
como moléculas reporteras y TAMRA como un inhibidor de fluorescencia (Applied Biosystems,
Warrington Cheshire, Reino Unido), la reaccidon de PCR en tiempo real para el SNP rs4073 se llevé a
cabo con los oligonucledtidos sentido 5'- GCCACTCTAGTACTATATCTGTC -3' y antisentido 5'- CTG
AAG CTC CAC AAT TTG GTG -3' para amplificar un segmento de 97 pb, la identificacion se realizo
utilizando las sondas TagMan especificas para identificar al alelo A 5'- (VIC) GCA TAC AAT TGA TAA
TTC (NFQ) 3'y para el alelo T se utilizé la sonda 5'- (FAM) GCA TAC ATT TGA TAATTC (NFQ) 3', el
polimorfismo rs361525 se amplifico con los oligonucledtidos sentido 5'- CAA ATC AGT CAG TGG CCC
AG -3'y antisentido 5'- ACA CAA GCA TCA AGG ATA CCC -3' para amplificar un segmento de 84 pb,
la genotipifiacion se realizd con sondas TagMan especificas para identificar al alelo A 5'- (VIC) CCT
CGG AAT CAG AGC AGG GAG (NFQ) -3' y para el alelo G se utilizé la sonda 5 '- (FAM) CCT CGG
AAT CGG AGC AGG GAG (NFQ) -3', el SNP rs1800629 se amplifico con los oligonucleotidos sentido
5'- GGA AAC AGA CCA CAG ACC TG -3'y antisentico 5'- GGG CCA CTG ACT GAT TTG TG -3' para
amplificar un segmento de 110 pb, la genotipifiacion se realizé se identific6 con sondas TagMan
especificas para identificar al alelo A 5 '- (VIC) GAG GGG CAT GAG GAC GGG GT (NFQ) 3'y para el
alelo G se utilizo la sonda 5 '- (FAM) GAG GGG CAT GGG GAC GGG GT (NFQ) 3', el polimorfismo
rs1800750 se amplificd con los oligonucleétidos sentido 5'- CCT CAA GGA CTC AGC TTT CTG -3'y
antisentido 5'- CAG GTC TGT GGT CTG TTT CC -3' para amplificar un segmento de 96 pb, la
genotipifiacion se realizdé con sondas TagMan especificas para identificar al alelo A 5'- (VIC) CCT
GTC TGG AAA TTA GAA GGA AAC (NFQ) 3'y para el alelo G se utilizé la sonda 5 '- (FAM) CCT GTC
TGG AAG TTA GAA GGA AAC (NFQ) 3'. Lareaccién de PCR fue conformada con 2.5 yL de 2X TagMan

Genotyping Master Mix, 0.25 pyL de 20X del marcador que contenia 10 yM de cada uno de los
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oligonucledtidos sentido y antsentido, 5 yM de cada una de las sondas marcadas con VIC y FAM, la
reaccion se completdé con 2.25 yL de gDNA a una concentracion de 100 ng/uL. Las condiciones de
termociclado para los diferentes juegos de sondas utilizadas fueron conformadas de la siguiente
manera: en un termociclador ABI Prism 7900 (Applied Biosystems) se programaron los siguientes
parametros: linearizacion a 50 °C durante 2 min y para la desnaturalizacion del ADN se utilizaron 95 °C
durante 10 min, seguido por 40 ciclos de amplificacion e hidrolisis a 95 °C durante 15 s
(desnaturalizacion) y 62 °C durante 30 s (hibridizacién y extension), los diferentes alelos fueron
discriminados de acuerdo a la intensidad de fluorescencia de emitida por FAM y VIC cuando la muestra
fue incidida con un haz de luz laser a 492 y 538 nm, la lectura para la discriminacion de ambos alelos
se realiz6 a las longitudes de onda de 518 y 554 nm respectivamente, los genotipos fueron clasificados
como homocigotos si solo se detectaba la fluorescencia de VIC o FAM, mientras que los heterocigotos

se definieron por la presencia de la fluorescencia VIC/FAM simultanea en el poso.

8.0- Resultados
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Se incluyeron en el estudio a 53 pacientes con Dx de SIRA, de los cuales el 75.4% fueron del
género masculino. Solo 16 (30.1%) pacientes tuvieron resultado negativo a H1N1 y 37 (69.8%)

pacientes con resultado positivo.
GENERO

W FEMENINO
EMASCULINO

INFECCION_POR_H1N1

W POSITVO
B NEGATIVO

Se compararon las variables clinicas “cuantitativas” entre los 2 grupos (positivo y negativo a H1N1)
utilizando prueba t y U de Mann-Whitney dado que las distribuciones de dichas variables fueron de tipo

no gaussiana.
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De todas las variables se encontré una mayor saturacion de O,% en el grupo negativo a H1N1 con una

diferencia estadisticamente significativa (Grupo negativo a H1N1: SatO, 81.7+7.7% vs Grupo positivo a

H1N1 70.4+15.3%, p=.008).

100

80

60

Media SO2%

407

20

POSITVO NEGATIVO

INFECCION_POR_H1N1
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Del resto de las variables clinicas se encontré mayor presién parcial de oxigeno “PaO;” en el
grupo negativo a H1N1: 52.5£10.07 mmHg vs el grupo positivo a H1N1: 45.9+11.7 mmHg, con una
tendencia estadistica (p=.055). La no significancia estadistica obedece a los intervalos de confianza
amplios, lo cual sugiere que con mayor tamafo de la muestra se identificara una diferencia

estadisticamente significativa.
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No se encontr6 diferencia estadisticamente significativa con el resto de las variables clinicas entre los
dos grupos.
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Estadisticos de grupo

Desviacion Errortip. de la

INFECCION POR_H1N1 N Media tip. media
EDAD POSITVO 37 48.19 11.633 1.912
NEGATIVO 16 48.56 10.948 2.737
DOSIS_NORADRENALIN __POSITVO 36 1417 £.043 1157
A_MCGMIN NEGATIVO 16 15.63 4.559 1.140
Pa02_mmHg POSITVO 37 45.92 11.753 1.932
NEGATIVO 16 52.56 10.073 2,518
PaC02_mmHg POSITVO 37 43.92 14.270 2.346
NEGATIVO 16 42.31 9.597 2.399
FIO2 POSITVO 37 7743 19135 03146
NEGATIVO 16 7375 18574 04644
S02% POSITVO 37 70.49 15.354 2524
NEGATIVO 16 81.75 7.793 1.948
HCO3 POSITVO 37 12,67 5140 845
NEGATIVO 16 11.25 4.892 1.223
PalFi02 POSITVO 37 114 419 1069
NEGATIVO 16 1.25 447 112
MIDAZOLAM_MCG_KG_H _ POSITVO 36 | 20283 £9.260 11.543
R NEGATIVO 16 | 20519 52199 13.050
SOFA POSITVO 37 11.73 3.372 554
NEGATIVO 16 11.63 3.538 884
%_MORTALIDAD_SOFA __ POSITVO 37 48.54 26.729 4.394
NEGATIVO 16 46.31 29.030 7.258
APACHE Il POSITVO 37 25.51 8.681 1.427
NEGATIVO 16 2413 9.387 2.347
%_MORTALIDAD POSITVO 37 54.35 26.530 4.362
-APACHE NEGATIVO 16 48.19 25.309 6.327

Estadistica de Grupo
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Prueba de muestras independientes

Prueba de Levene parala
igualdad de varianzas

Prueba T para la igualdad de medias

95% Intervalo de confianza para
Diferenciade | Errortip. dela la diferencia
F Sig. t gl Sig. (hilateral) medias diferencia Inferior Superior

EDAD Se han asumido .007 934 -109 51 914 -.373 3.422 -7.243 6.496
varianzas iguales

No se han asumido -112 30.220 912 -.373 3.339 -7.190 6.444
varianzas iguales

DOSIS_NORADRENALIN  Se han asumido 1.146 .290 -.768 50 446 -1.458 1.900 -5.274 2.357
A_MCGMIN varianzas iguales

No se han asumido -.898 42505 374 -1.458 1.624 -4.735 1.818
varianzas iguales

Pa02_mmHg Se han asumido 519 475 -1.968 51 .055 -6.644 3.377 -13.422 135
varianzas iguales

No se han asumido -2.093 33.083 .044 -6.644 3174 -13.101 -.187
varianzas iguales

PaC02_mmHg Se han asumido 1.098 .300 411 51 .683 1.606 3.911 -6.245 9.457
varianzas iguales

No se han asumido 479 41.565 635 1.606 3.356 -5.167 8.380
varianzas iguales

FI02 Se han asumido .003 .958 649 51 519 .03682 .05677 -.07714 15079
varianzas iguales

No se han asumido 657 29.351 517 .03682 .05609 -.07783 15148
varianzas iguales

S02% Se han asumido 3.483 .068 -2.773 51 .008 -11.264 4.062 -19.418 -3.109
varianzas iguales

No se han asumido -3.532 49.504 .001 -11.264 3.189 -17.670 -4.857
varianzas iguales

HCO3 Se han asumido 149 701 .869 51 .389 1.318 1.516 -1.727 4.362
varianzas iguales

No se han asumido .886 29.899 .383 1.318 1.487 -1.719 4.354
varianzas iguales

PalFio2 Se han asumido 1.222 274 -.898 51 374 - 115 128 -.372 142
varianzas iguales

No se han asumido -.875 26.940 .390 -115 A3 -.384 155
varianzas iguales

MIDAZOLAM_MCG_KG_H  Se han asumido 2.409 127 -121 50 .904 -2.354 19.415 -41.350 36.642
R varianzas iguales

No se han asumido -135 37.752 893 -2.354 17.422 -37.632 32.923
varianzas iguales

SOFA Se han asumido .091 764 102 51 919 105 1.024 -1.951 2.160
varianzas iguales

No se han asumido 100 27.341 9 105 1.044 -2.036 2.245
varianzas iguales

%_MORTALIDAD_SOFA Se han asumido 232 632 272 51 787 2.228 8.206 -14.246 18.702
varianzas iguales

No se han asumido 263 26.528 795 2.228 8.484 -15.195 19.651
varianzas iguales

APACHE Il Se han asumido 12 739 522 51 .604 1.389 2.661 -3.955 6.732
varianzas iguales

No se han asumido 506 26.630 617 1.389 2.747 -4.251 7.028
varianzas iguales

%_MORTALIDAD Se han asumido .079 .780 787 51 435 6.164 7.832 -9.560 21.888
_APACHE varianzas iguales

No se han asumido .802 29.835 429 6.164 7.685 -9.534 21.862
varianzas iguales

Estadistica de Grupo
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Resumen de prueba de hipotesis

. Hipotesis nula Test Sig. Decision
Prueba U de
La distribucién de EDAD es la Mann-Whitney Retener la
1 misma entre las cate orias de de muestras 954 hipdtesis
INFECCION_POR_HTN independiente nula.
s
La distribucién de Prueba U de
DOSIS NORADRENALINA_ Mann-Whitney Retener la
2 MCGMIN es Ia misma entre las de muestras .339 hipotesis
categorias d independiente nula.
INFECCION_| POR H1N1T. s
Prueba U de
La distribucién de PaO2_mmH Mann-Whitney Retener la
3 |a misma_entre las cate?onas e de muestras .063 hipétesis
INFECCION_POR_H1N independiente nula.
s
Prueba U de
La distribucién de PaCO2_mmHg Mann-Whitney Retener la
4 esla misma entre las categonas de de muestras .764 hipdtesis
INFECCION_POR_H1N independiente nula.
s
Prueba U de
La distribucién de FIO2 es la Mann-Whitney Retener la
5 misma entre las categorias de de muestras 498 hipdtesis
INFECCION_POR_HTN1. independiente nula.
s
Prueba U de
La distribucion de SO2% es la Mann-Whitney
6 misma entre las cate 1gl:nas de de muestras
INFECCION_POR_HTN independiente
s
Prueba U de
La distribucién de HCO3 es la Mann-Whitney Retener la
7 misma entre las categorias de de muestras 449 hipodtesis
INFECCION_POR_H1TN1. independiente nula.
s
Prueba U de
La distribucion de Pa/FiO2 es la Mann-Whitney Retener la
8 misma entre las categorias de de muestras 379  hipdtesis
INFECCION_POR_HTN1. independiente nula.
s
. Prueba U de
WIDAZGLAM MGG_KG_HR esla  Mann-Whitney Retaner ta
9 misma entre las categorias de de muestras 691 hipbtesis
INFECCION_POR_HTN1. I spenidieitg nula.
Prueba U de
La distribucién de SOFA es la Mann-Whitney Retener la
10 misma entre las cate 1gc:)nas de de muestras .808 hipdtesis
INFECCION_POR_HTN independiente nula.
s
Prueba U de
La distribucién de %
_MORTALIDAD_SOFA es la misma Mann-Whitney Featanar Ia
11 nies ln cutadbrnn e de muestras 923 hipétesis
INFECCION, POR. HIN1. ngapendicnia naig.
Prueba U de
La distribucién de APACHE ll es la  Mann-Whitney Retener la
12 misma entre las categorias de de muestras .613 hipdtesis
INFECCION_POR_H1TN1. independiente nula.
s
Prueba U de
La distribucion de %_MORTALIDAD :
Mann-Whitney Retener la
13 cg;leCHE es la misma entre las de muestras A72  hipotesis
gorias de independiente nula
INFECCION_POR_H1N1. = P :

Se muestran las significancias asintéticas. El nivel de significancia es .05.
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Resumen de prueba de hipotesis

Hipotesis nula Test Sig. Decision
Prueba U de
La distribucién de |0 es la misma Mann-Whitney Rechazar la
1 entre las ;:ate'gorias de de muestras .047  hipotesis
INFECCION_POR_H1N1. independiente nula.
s
L Prueba U de
La distribucién de .
PRESION_MEDIA es la misma ~ Hanm-Whitney -~ Retener la

2 entre las catedorias de de muestras 120 hipétesis
INFECCION_POR_H1N1. independiente IS,

T Prueba U de
La distrjbucion de .

3 PRESION_MESETA eslamisma ~ hanmWhitney ——_~ Retener Ja
entre las categorias de COlmUBSLES © ipotesis
INFECCIGN_POR_H1N{. independiente nula.

o Prueba U de
\L/?Jﬂlﬁmgllj\lm%?D%L es la misma Mann-Whitney Retener la

4 i de muestras 779 hipétesis
entre las categorias de ind di 1
INFECCION_POR_H1N1. maepan ients nufa.

L Prueba U de
La distribucidn de .

5 DISTENSIBILIDAD ESTATICA s la gnn /ey o, Retenet @

m[l?Eméc.Bantr(Je Egéa}f ﬁqlas de independiente nula.

Se muestran las significancias asintéticas. El nivel de significancia es .05.

8.1 Resultados de genotipificacion.

En total se analizaron 53 muestras de pacientes con SIRA y hospitalizados en la UCI de los
Hospitales; Regional Primero de Octubre, Regional Leén, Fernando Quiroz todos ellos del Instituto de
Seguridad y Servicios Sociales de los Trabajadores del Estado y del Hospital Juarez de México de la
Secretaria de Salud, los pacientes conformaron 2 grupos de estudio, el grupo experimental fue
conformado por 37 pacientes con SIRA secundario a Influenza A H1N1, el grupo control fue integrado
por 16 pacientes con SIRA por cualquier otra causa que fuese diferente a la influenza A H1N1, en ambos
grupos se identifico el polimorfismo rs 4073 en donde existe un cambio de una Adenina por una Timina,
la distribucion de los alelos fue de 35 % (n = 17) para el alelo A y de 65% (n = 65) para el alelo T en el
grupo de SIRA con influenza AH1N1, mientras que en el grupo control fue del 20% (n = 2) para el alelo
Ay de 80% (n = 8) para el alelo T, el analisis de genotipos homocigotos fue de 8% (n = 2) para AAy
del 38% (n = 9) para TT mientras que el genotipo heterocigoto AT o TA mostré una frecuencia del 54%
(n= 13), el polimorfismo rs361525 en donde existe un cambio de una Adenina por una Guanina, la
distribucién de los alelos fue de 14% (n = 17) para el alelo A y de 86% (n = 65) para el alelo G en el
grupo de SIRA con influenza AH1N1, mientras que en el grupo control fue del 0% (n = 0) para el alelo
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Ay de 100% (n = 30) para el alelo G, el analisis de genotipos homocigotos fue de 100 % (n = 15) para
GG, mientras que el genotipo heterocigoto AG o GA y el genotipo homocigoto AA no fueron detectado,
el polimorfismo rs1800629 en donde existe un cambio de una Guanina por una Adenina, la distribucién
de los alelos fue de 89 % (n = 27) para el alelo G y de 11% (n = 8) para el alelo A en el grupo de SIRA
con influenza AH1N1, mientras que en el grupo control fue del 97% (n = 29) para el alelo Gy de 3% (n
= 1) para el alelo A, el analisis de genotipos homocigotos fue de 77 % (n = 27) para GG y del 23 (n =
8) para el heterocigoto AG o GA mientras que el genotipo homocigoto AA no se presentd en ambos
grupos de estudio, el polimorfismo rs1800750 en donde existe un cambio de una Guanina por una
Adenina, la distribucion de los alelos fue de 97% (n = 72) para el alelo G y de 3% (n = 2) para el alelo A
en el grupo de SIRA con influenza AH1N1, mientras que en el grupo control fue del 97% (n = 28) para
el alelo Gy de 3% (n = 1) para el alelo A, el andlisis de genotipos homocigotos fue de 94 % (n = 34)
para GG y del 6% (n = 2) para el heterocigoto GA o AG, mientras que el homocigoto AA estuvo ausenté
en ambos grupos. Las distribuciones en general son muy semejantes al descrito en la frecuencia alélica

global

8.3 Analisis de Genotipos

El analisis estadistico de las frecuencias genotipicas demostraron los cuatro genotipos
estuvieron por arriba del valor umbral de insignificancia estadistica, para el SNP rs4073 la comparacién
de los genotipos AT vs TT mostré una p = 0.2293, para el rs361525 la comparacion se realizé entre los
genotipos AG vs GG dio una p = 0.6548, para el SNP rs1800629 se comparo el genotipo homocigoto
GG contra el heterocigoto GA o AG siendo la p= 0.2465, finalmente se analizaron los genotipos

heterocigotos AG o GA vs el genotipo homocigoto GG dando como resultado valor de p = 1.0.
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8.4 Analisis de haplotipos

El analisis de haplotipos evalu6 el efecto sumativo de los diferentes genotipos estudiados, en
nuestro caso se analiz6 el efecto conjunto de los diferentes genotipos encontrados en los SNP rs4073,
rs361525, rs1800629 y rs1800750, para el haplotipo AT/GG/GG/GG se presenté una frecuencia de 10
y 20% respectivamente para el grupo control y SIRA-influenza AH1N1, el haplotipo TT/GG/GG/GG la
frecuencia fue del 40 y 20% entre el grupo control y SIRA con influenza AH1N1 respectivamente, para
el haplotipo AT/AG/AG/GG las frecuencias fueron de 1% para ambos grupos de estudio, TT/GG/GG/GG
para los pacientes que tienen menos o0 mas de 40 afos el haplotipo mostré una frecuencia del 20% en

ambos grupo

9.0 Discusion

9.1 Discusién de las variables clinicas

De los datos analizados de 53 pacientes todos ellos con diagnéstico de SIRA 37 asociados a
infecciona por H1N1 y 17 de causa diferente, no encontramos una importante asociacion con los rasgos
genéticos planeados, podriamos decir que ambos grupos pudieran corresponder a entidades
genotipicas diferentes, para este estudio la asociacién de las variables clinicas y los polimorfismo
tampoco mostro diferencias significativas, analizamos los datos dividiendo a la poblacién en aquellos
que resultados como positivos a la infecciéon por HIN1 y aquellos negativos a H1N1, también se
formaron grupos de acuerdo a la frecuencia de los polimorfismos, debe mencionarse que a pesar de
contar con diferentes frecuencias de los genotipos el punto determinante del estudio fue encontrar
diferencias entre los grupo positivos y negativos a H1N1, lo anterior no resulté ser cierto excepto para
algunas variables clinicas las dos mas significativas, fueron las siguientes; se encontré6 una mayor
saturacion de O2% en el grupo negativo a H1N1 con una diferencia estadisticamente significativa
(Grupo no H1N1: SatO, 81.7+7.7% vs Grupo H1N1 70.4£15.3%, p=.008), aun asi este hallazgo no
necesariamente oferta una conclusién definitiva solo encontramos asociacién, que seguramente
obedece a la afeccion alveolar que ya en otros estudios ha sido descrita esto pudieran dar a este
resultado cierto validacion externa, aun asi falta reproducir estudios semejantes y con un mayor numero

de pacientes, el resto de las variables no lograron significancia estadistica aunque en algunos casos se
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acercaron o existio cierta tendencia a la misma, lo anterior en parte se explica debido al nimero de
muestra y a la homogeneidad en la poblacién, debe tomarse en cuenta que se trata de una enfermedad
estacional y hasta cierto punto endémica, es muy probable que el aumento en el nimero de la poblacién
determine significados estadisticos diferentes, hay claras limitaciones en el estudio, entre ellas y una de
la mas importante es la poca cantidad de pacientes dada la temporalidad, otra limitante tiene que ver la
multivaridad de la etiologia, pudieron estar implicados otros gérmenes que desarrollen superantigenos
y en consecuencia la suficiente Respuesta inflamatoria como para dar lugar a sepsis severa e incluso
choque séptico todo ello en asociacidon a SIRA, todo ello se apoya en el hecho de que no todos los
pacientes con SIRA resultaron ser positivo a infeccién por H1N1, claro que esto aun no esta determinado
pero es una teoria interesante pensar que otros gérmenes intervienen en la fisiopatologia y desarrollo
de la enfermedad como un efectos aditivo que generaria la suficiente RIS para el desarrollo de
disfuncién pulmonar este es un punto a favor en el estudio y pudiera ser empleado como punto de
partida en futuros estudios, asi que aun quedan muchas otras alternativas por estudiar, también es
interesante resaltar el hecho de que la genética propia del patégeno no ha sido estudiada en una linea
genética, las interacciones polimorficas entre el patégeno y el huésped representar otro campos de
estudio, y aun mas, por el momento restan muchas otras moléculas del propio huésped por estudiaron
nuestro estudio solo se empleé como punto de partida

El estudio de dos polimorfismos ya los hemos comentado.

9.2 Discusion de los datos genémicos

El estudio comprendi6 el analisis de los SNPs rs 4073 del gen que codifica para CXCLS8, asi
como los polimorfismos rs 361525, rs1800629 y rs1800750 que se encuentran en la regién codificante
del gen TNF, dichos polimorfismos fueron elegidos por presentarse en una region critica para el
plegamiento de las proteinas que codifican, sin embargo el analisis estadistico de las frecuencias
genotipicas no revelo diferencia significativa entre los genotipos estudiados, solamente en los
polimorfismos rs4073 y rs1800629 presentan una leve tendencia a la significancia con una p de 0.2293
y 0.2465, los cuales pudiesen ser significativas si se ampliara el nimero de pacientes incluidos en cada
uno de los grupos, por otro lado cuando se analizan los haplotipos solamente el compuesto por

TT/GG/GG/GG potencio la tendencia hacia lo significativo contando con una p = 0.1484,
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Con los datos obtenidos y tomando en cuenta la infeccidn por Influenza AH1N1 como variable
de desenlace, los SNPs estudiado no mostraron una correlacion directa con el desarrollo de dicha
patologia. Debido a que ambos grupos de estudio presentan caracteristicas homogéneas y tomando en
cuenta lo restringido de la muestra podemos afirmar que los polimorfismos estudiados en el gen de
CXCL8 y TNF no son un factor de riesgo para desarrollar de forma especifica SIRA secundaria a
Influenza AH1N1, lamentablemente Nuestro estudio tiene varios puntos débiles. Investigo no pudimos
dar continuidad al desenlace final de los pacientes aunque esto se pude realizar en un segundo estudio
de forma retrolectiva, el efecto de criterios derivados de respuesta inflamatoria sistemica fue
documentado dentro de algunas primeras horas después del ingreso en la UCI en el diagnéstico de
sepsis grave y choque séptico asociado a pacientes con SIRA, lo cual quiere decir que pudiera haber
existido cierta variacion que no fue identificada durante la evolucion total de los pacientes En segundo
lugar, el estudio es pequefio ya explicamos las limitantes que existieron en la adquisicion de la muestra.
En tercer lugar, los datos consistentes en RiS (mediciones fisiologicas y de laboratorio) pudieran no
necesariamente estar asociados en todo momento con RIS y no relacionarse con la genética y respuesta
del paciente sino mas bien estar relacionadas con algun otro motivo tal como disconfort con la
ventilacion mecanica o cualquier otro motivo, Los datos se recogieron principalmente para control del
paciente y tratamiento. No pudimos definir una poblacién en riesgo de sepsis para evaluar los criterios
de RIS y choque séptico para establecer el valor diagndstico y una relacién con la genotipificacion. La
exactitud del diagnostico especifico de las infecciones no H1N1 no fue definitiva. Algunos de los
pacientes que tenian sepsis grave pudieron haberla tenido debido a otra causa y en consecuencia no
estar relacionada necesariamente con la infeccion por H1N1. Por lo tanto, el estudio requiere de una
mayor cantidad de pacientes, requiere también valores para validacion externa e interna de las variables
asociadas a SIR choque séptico y requiere de mayor apoyo en infraestructura para poder determinar

las etiologias no H1N1 asociadas al desarrollo de SIRA.
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10.0 Conclusiones

Pudimos encontrar diferencias significativas entre grupos la mayo de ellas deriva de la saturacion de O,
que resulta tener peores resultados en paciente con SIRA por H1N1 que en el grupo no H1N1, (Grupo
negativo a H1N1: SatO, 81.7+7.7% vs Grupo positivo a H1IN1 70.4+15.3%, p=.008). También existio
diferencia en el valor del indice de oxigenacién, (p=.047). y tendencias estadisticas a la significancia en
otras variables clinicas y en el resultados de los genotipos (rs4073; p = 0.2293 y rs1800629 p = 0.2465),
es posible que con el aumento de la muestra pudiéramos encontrar otras diferencias y que ademas
estén relacionadas con la fisiopatologia y susceptibilidad genética de cierta poblacién en la adquisiciéon
y severidad e infeccion por H1N1, es también importante mencionar que las diferencias en el valor de
SO, y el indice de oxigenacion podrian ayudar a diferencias a paciente con SIRA H1N1 y pacientes
con SIRA sin H1N1, ello pudiera orientar al clinico en el diagnéstico y en su momento en decisiones
terapéuticas, aun asi es aun importante mencionar que el estudio requiere reproducibilidad y ampliacién
de la N, por el momento no existié6 un alelo o genotipo que pudiera relacionarse con la etiologia y
susceptibilidad en asociacion de la enfermedad aunque insistimos se requiere un estudio mas amplio y
con objetivos mas especificados, no pudimos identificar otros agentes etioldgicos que estuvieran en

asociacion a la genotipificacion, esto ultimo representa abre la puerta para futuros temas de estudios.
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ANEXOS

ANEXO 1 HOJA DE RECOLECCION DE DATOS

HOJA DE RECOLECCION DE DATOS
PROTOCOLO DE INVESTIGACION
POLIMORFISMOS ASOCIADOS A DESARROLLO DE SIRA EN PACIENTES DE UCI
HOSPITAL REGIONAL ISSSTE LEON
(POBLACION MEXICANA)
HOJA DE RECOLECCION DE DATOS
1.-DATOS GENERALES

FECHA:

Nombre del Paciente: Expediente: Edad:

FECHA DE INGRESO:

Género: Peso kg: Talla cm : IMC:

Institucion:

Cama y servicio:

2.-APP

3.-SIGNOLOGIA VITAL. TA mmHg:  TAMmmHg: FClpm: FR rpm:___ Temperatura
°C:

4.-Etiologia del SIRA y Clasificacion por Pa/Fio2
5.-ESTADO NEUROLOGICO GLASGOW/RASS

SEDACION REAJACION ANALGESIA
TIPO DOSIS TIPO DOSIS TIPO DOSIS

6.-HEMODINAMICO

Vasopresor: Tipo: Dosis:

7.-MONOTOREO HEMODINAMICO: SIE ES QUE LO TIENE TIPO Y VARIABLES (OPCIONAL)
TIPO. Q ,1Q , IS , RVS , IRVS , DO , IDO , FeO2 ,QS/QT__ ,VO
GA-a__ ,Da-v , CaO2 , CcO2 , CvO2

8.-VENTILATORIO

Modo ventilatorio:

VTi:

Flujo:

Relacion :E__

PEEP:

Fio2:

PRESION PLATO:

PRESION PICO:

PRESION MEDIA:

DISTENSIBILIDAD ESTATICA DISTENSIBILIDAD DINAMICA

9.-ESTUDIOS DE LABORATORIO.

BIOMETRIA HEMATICA:
Leucocitos: Neutrofilos: Linfocitos: Hb: Hto: Plaquetas:

10.-QUIMICA SANGUINEA

Glucosa: Urea: Creatinina: AcidoUrico: Proteina C R:___alb:____
AST:_ ALT:_ FA: GGT:__ _BT:___ alb:_ PT:

GASOMETRIA ARTERIAL: pH: __ p0O2: _ pCO2:___ be-ecf: _ HCO3: S02:
ELECTROLITOS SERICOS Na: K: CI: Mg: PO4: Ca:

11.-RX DE TORAX DESCRIPCION:

12.-TAC DE TORAX DESCRIPCION:

13.-PREDICTORES DE MORTALIDAD APACHE: SOFA: MODS:
DATOS EXTRAS
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POLIMORFISMO

ANEXO 2 CONSENTIMIENTO INFORMADO
FORMATO CONSENTIMIENTO INFORMADO

Se me ha proporcionado el nombre de un investigador que puede ser fdacilmente contactado usando el nombre y
la direccion que se me ha dado de esa persona.

He leido la informacion proporcionada o me ha sido leida. He tenido la oportunidad de preguntar sobre ella y
se me ha contestado satisfactoriamente las preguntas que he realizado.

Consiento voluntariamente participar en esta investigacion de nombre POLIMORFISMO EN PACUIENTES
CON SIRA para andlisis de mi material genético, entiendo que tengo el derecho de retirarme de la investigacion
en cualquier momento sin que me afecte en ninguna manera mi cuidado médico.

Nombre del Participante
Firma del Participante
Fecha

Dia/mes/afio

Si es analfabeto Un testigo que sepa leer y escribir debe firmar (si es posible, esta persona debiera seleccionarse
porel participante y no debiera tener conexion con el equipo de investigacion). Los participantesanalfabetos
debieran incluir su huella dactilar.

He sido testigo de la lectura exacta del documento de consentimiento para el potencialparticipante y el individuo
ha tenido la oportunidad de hacer preguntas.

Confirmo que elindividuo ha dado consentimiento libremente.
Nombre del testigo Y Huella dactilar del participante

Firma del testigo

Fecha

Dia/mes/aflo

He leido con exactitud o he sido testigo de la lectura exacta del documento de consentimiento informado para el
potencial participante y el individuo ha tenido la oportunidad de hacer preguntas. Confirmo que el individuo ha
dado consentimiento libremente.

Nombre del Investigador

Firma del Investigador

Fecha

Dia/mes/afio

Ha sido proporcionada al participante una copia de este documento de Consentimiento Informado
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