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ABREVIATURAS

ADN: Acido Desoxirribonucleico

cGMP: Guanilil monofosfato ciclico

CIC: Células intersticiales de Cajal

FISH: Fluorescence in situ hybridisation (Hibridacion por Fluorescencia in situ)
GABA: 4cido gamma-aminobutirico

IC: intervalo de confianza

KIT: c-KIT Hardy — Zuckerman 4 feline sarcoma viral oncogene homolog
(Oncogén homologo del sarcoma viral felino 4 c-KIT Hardy —Zuckerman)
NAIP: Neuronas aferentes instrinsecas primarias

NO-GC: Guanilil ciclasa sensible al oxido nitrico

NOS: Sintetasa de 6xido nitrico

NOS1: Neuronal Nitric Oxide Synthase 1(Oxido Nitrico Sinttetasa Neuronal 1)
ON: Oxido nitrico

OR: Odds Ratio (razén de momios)

PCR: Reaccion en cadena de la polimerasa (Polimerase Chain Reaction).
PKG: cGMP dependiente de proteinkinasa

PubMed.gov (US National Library of Medicine National Institutes of Health)
RAR: Retencion ano rectal

RFLP: Polimorfismo de la longitud del fragmento de restriccion (Restriction
Fragment Length Polymorphism)

SNE: sistema nervioso entérico

SNPs: Single Nucleotide Polymorphisms (Polimorfismos de un solo nucledétido)
TAC1: Tacquicinina 1

TAC3: Tacquicinina 3

TACRL1: receptor de tacquicinina 1

TACRZ2: receptor de tacquicinina 2

TACRS: receptor de tacquicinina 3

VIP: Péptido intestinal vasoactivo



l. RESUMEN
“Frecuencia de Polimorfismos de los genes Receptor de Tacquicinina
1(rs3771863) y Oxido Nitrico Sintetasa Neuronal 1 (rs3782221) en poblacion

pediatrica sin estrefhimiento”

Introduccion; la agregacion familiar es frecuente en los casos de estreflimiento
funcional, pero los estudios genéticos en relacion a este fendbmeno no son
concluyentes. Un estudio publico la asociacion de este padecimiento con 5
polimorfismos genéticos (TACRL1: rs3771863; TACRS3: rs4580655 y rs11722288;
KIT: rs4563545; NOS1: rs378222) pero la relacion no fue contundente.

Objetivo: determinar la frecuencia de Polimorfismos de los genes TACR1
(rs3771863) y NOS1 (rs3782221) en poblacion pediatrica sin estrefiimiento, para el
estudio de un grupo control que, junto con un proyecto que corre en paralelo con el
grupo de casos, apoyar la asociacion entre polimorfismos genéticos y el

estreflimiento funcional.

Material y métodos. Estudio transversal descriptivo, realizado en nifios de 4 a 15
afos, no estrefiidos de acuerdo a criterios de Roma |V, que acuden al laboratorio
del Hospital de Pediatria CMNO a toma de muestras sanguineas por otros motivos
y a quienes ademas se aplicO una encuesta para identificar antecedentes
familiares de estrefiimiento. Se obtuvieron frecuencias alélicas y genotipicas por

medio de analisis genético-molecular.

Resultados: incluyé a 69 sujetos; La genotipificacion del polimorfismo NOS1
(rs3782221), esta pendiente completarse por recursos economicos. Sobre el
polimorfismo TACRL1 (rs3771863), el 7% fueron homocigotos, 38% heterocigotos y
55% homocigotos para el alelo silvestre. La frecuencia alélica para TACR1
(rs3771863), fue del 26.1%. El 45% de los participantes fueron portadores del
polimorfismo, de estos el 51% contaba con antecedente familiar de estrefiimiento,

similar al grupo de homocigotos para el alelo silvestre que fue del 50%.

Conclusiones: La frecuencia del polimorfismo TACR1(rs3771863), fue alta en
nuestro grupo, pero su existencia no fue determinante para la presencia de
estrefiimiento. Se requiere comparacion con el grupo de casos y poblacién general

para establecer una asociacion significativa con estrefiimiento funcional.



Frecuencia de Polimorfismos de los genes Receptor de Tacquicinina
1(rs3771863) y Oxido Nitrico Sintetasa Neuronal 1 (rs3782221) en

poblacién pediéatrica sin estrefiimiento

. MARCO TEORICO Y ANTECEDENTES

Introduccion

Los trastornos funcionales gastrointestinales, pertenecen al grupo de
trastornos cronicos con alta prevalencia tanto en la poblacion pediatrica como
en adultos [1]. Entre ellos el estrefiimiento, es un problema comdn y es una de
las principales causas de consulta en la edad pediatrica, el diagndstico se
establece con una historia clinica completa y un examen fisico general y
sistematico, el tratamiento consiste en medidas educativas y manejo
farmacoldgico a base de laxantes [2], sin embargo contrario a lo que se podria
pensar, tiene serias implicaciones en la calidad de vida de los nifios y sus
familias debido a la falta de entendimiento respecto a los mecanismos
fisiopatolégicos subyacentes y la seleccion apropiada de las opciones

terapéuticas [3].

La etiologia y fisiopatologia del estrefiimiento sigue siendo un tema
controversial, la teoria mas aceptada es que se trata de una enfermedad cuyo
origen es multifactorial, en la que la mayoria de los nifios no presentan una
condiciébn médica subyacente responsable de las manifestaciones clinicas [4].
Los factores predisponentes identificados incluyen estrés, educacion familiar,
factores dietéticos, actividad fisica, obesidad, comorbilidades psicologicas y la

predisposicion familiar [3].

En este dltimo rubro, existen diversos estudios que demuestran que la
frecuencia de estrefiimiento en padres o hermanos de pacientes pediatricos
con estrefiimiento funcional es mayor al compararla con padres o hermanos de
sujetos controles sin estrefiimiento, lo cual ha originado la realizacion de
investigaciones con el objetivo de identificar alteraciones genéticas en relacion

con la etiologia del estrefiimiento [5].



Un estudio realizado en pacientes pediatricos con estrefiimiento funcional con
transito colonico lento, estudié genes que codifican para receptores de
neurotransmisores y encontré la asociacion de este padecimiento con 5
polimorfismos: uno localizado en el gen que codifica para el receptor de
tacquicinina 1, dos en el del receptor de tacquicinina 3, uno en el c-KIT Hardy-

Zuckerman 4 y uno mas en el gen de la 6xido nitrico sintetasa neural 1 [6].

Sin embargo la literatura es escasa al respecto para establecer
contundentemente la asociacion entre estos polimorfismos y el estrefiimiento

funcional, por lo que se requiere explorar mas ampliamente este campo.

Esta investigacion complementa un estudio de casos y controles en una
poblacién pediatrica mexicana cuyo objetivo es identificar asociacion entre
polimorfismos previamente comentados implicados en la motilidad col6nica y la

presencia de estrefiimiento funcional.

El presente trabajo establece la frecuencia de los polimorfismos de los genes
Receptor de Tacquicinina 1(rs3771863) y Oxido Nitrico Sintetasa Neuronal 1
(rs3782221) en poblacién pediatrica sin estreflimiento en un hospital de

referencia de tercer nivel.

Definicion de estrefiimiento funcional

Hasta el momento la definicibn mas aceptada de estrefiimiento funcional
corresponde a los criterios de Roma IV publicados en 2016, los cuales se
dividen en 2 grupos de acuerdo a la edad del paciente y se muestran a

continuacion [7].

Para menores de 4 afos deben estar presentes al menos 2 de los siguientes
criterios por al menos un mes [7]:

- Dos o0 menos evacuaciones por semana

- Historia de retencion fecal excesiva

- Historia de movimientos intestinales dolorosos o fuertes

- Historia de evacuaciones anchas

- Presencia de abundante materia fecal en el recto
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En niflos en entrenamiento para ir al bafio los siguientes criterios adicionales
pueden ser usados [7]:
- Al menos un episodio a la semana de incontinencia posterior a haber
aprendido a ir a evacuar al bafio

- Historia de evacuaciones anchas que pueden obstruir el bafo.

Para mayores de 4 afos de edad, al menos 2 de los siguientes criterios deben
estar presentes al menos una vez por semana por al menos un mes [8]:

- Dos o0 menos evacuaciones en el bafio por semana

- Al menos un episodio de incontinencia fecal por semana

- Historia de posturas retencionistas o retencion voluntaria de las heces

excesiva
- Historia de evacuaciones dolorosas
- Presencia de materia fecal abundante en el recto

- Historia de evacuaciones anchas de pueden obstruir el bafio

Es requisito no cumplir con criterios diagndsticos de sindrome de intestino
irritable y que la sintomatologia no pueda ser explicada por otra condicién

médica posterior a una evaluacion sistematizada [8].

El estrefiimiento o constipacidn es un sintoma frecuente en pediatria que
traduce la presencia de retencion fecal, la cual es referida por los pacientes o
sus familiares como disminucién en la frecuencia de las evacuaciones, heces
duras y en ocasiones con dolor, pujo excesivo, evacuacion incompleta, tiempo
prolongado para lograr la evacuacion, imposibilidad para evacuar a pesar del
esfuerzo y presencia de posturas de retencion. Con base en su etiologia el
estrefiimiento se clasifica en funcional o primario cuando no existe una
enfermedad subyacente que lo genere, el cual representa el 90-95% de los
casos, y en secundario, el cual representa 5% al 10% vy se debe a alguna

condicion morbida subyacente que lo condiciona [9].



Epidemiologia

Es un problema comun en los pacientes pediatricos, con una prevalencia
estimada alrededor del mundo del 3%. En 17 al 40% de los nifos, el
estrefiimiento inicia en el primer afio de vida [4]. Constituyendo una de las 10
principales causas de la consulta pediatrica y el 25% de los motivos de

consulta del gastroenterdlogo pediatra [9].

Otras series reportan una prevalencia media y mediana en nifios de 14% vy 12%
respectivamente. El amplio rango en las prevalencias reportadas puede ser
debido al uso de diferentes criterios diagnésticos e influencias culturales
alrededor del mundo. El pico de incidencia ocurre al momento que inicia el
entrenamiento para el control de esfinteres sin diferencia de sexos. Se
distribuye de manera equitativa entre las diferentes clases sociales sin tener
relacion con el tamafio familiar, posicion ordinal del nifio en cuanto a sus
hermanos, o edad de los padres. Los nifios con estrefliimiento tienen mayor

frecuencia de encopresis que las nifias [8].

En Estados Unidos la prevalencia entre los adolescentes es del 10%. En
Europa los rangos de prevalencia van del 0.7% en lactantes y niflos pequefios
en Italia, hasta el 15% en nifios en Grecia. En Brasil, se han reportado tasas de
prevalencia alarmantes que superan el 20% en nifios de 1 a 10 afios. La
prevalencia en Ecuador, Colombia y el Salvador es de 11.8%, 13% y 10%
respectivamente. En Tailandia un tercio de los nifios en edad escolar, sufren de
estrefiimiento funcional. En Hong-Kong y en Corea del Sur se ha reportado una

prevalencia del 12 hasta el 28% [3].

En México se realizé un estudio publicado en 2016 para evaluar la prevalencia
de trastornos funcionales en nifios de edad escolar, en Monterrey y
Cuernavaca, se incluyeron 362 participantes de escuelas publicas y privadas
desde el tercero de primaria hasta el segundo de secundaria. De esta
poblacion se encontro la presencia de algun trastorno gastrointestinal funcional
en el 27%(99) de los patrticipantes y 12.6% (46) (IC del 95% 9.28-16.12) del
total de la muestra correspondia a estrefiimiento funcional en base a criterios

de Roma lll, siendo el mas comun de los trastornos funcionales. Predomind en
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el sexo masculino (56.3%) y las caracteristicas mas comunes en los sujetos
diagnosticados eran heces duras en 26 (56%), evacuacion dolorosa en 24
(52%), evacuacion de heces grandes en 21 (46%) y una frecuencia menor de 2

evacuaciones por semana en 20 (44%) [1].

Existe literatura que considera al estrefiimiento como un problema de salud
publica emergente, dado el incremento de su prevalencia a nivel mundial en la
poblacion pediatrica, siendo mayor en el sur de Asia y de América que en
cualquier otra parte del mundo. Existen estudios que sugieren que factores
socioculturales y politicos radpidamente cambiantes como la urbanizacion,
incremento en los niveles de estrés psicolégico, pobre capacitacion vy
educaciéon de los padres y el maltrato infantil han resultado en un incremento

de la frecuencia de estrefiimiento en la edad pediatrica [3].

Las posibles repercusiones son alarmantes. Aunque no esta relacionado
directamente con mortalidad, el estrefiimiento conlleva a una pobre calidad de
vida, pobre desempefio escolar y consecuentemente deficiencias en la
educacion. La atencién médica de estos nifios no es Optima debido a la falta de
conocimiento de los procesos fisiopatolégicos subyacentes y a la inapropiada
seleccién de las opciones terapéuticas. Los nifios que reciben una atencion
inadecuada estan en riesgo del desarrollo de complicaciones fisicas y

psicoldgicas lo que conlleva una pesada carga para los presupuestos de salud

[3].

Factores predisponentes para estrefiimiento funcional:

- Estrés

Algunas referencias apoyan que el estrés psicologico es una entidad que
predispone a los nifilos al desarrollo de estrefiimiento funcional. Situaciones
como traumas fisicos o psicolégicos, hermanos enfermos, u otras
enfermedades coexistentes en el mismo nifio, entre otras situaciones como la
competitividad escolar o familiar, circunstancias que obligan a los padres a
dejar el cuidado de los nifios con los abuelos, o nifios que se encargan de las
actividades domésticas o que permanecen mucho tiempo en guarderias, el

invertir largos periodos de tiempo en las tareas escolares y falta de suefio, asi
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como situaciones de abuso u otras comorbilidades psicolédgicas, pueden tener
un impacto negativo en el desarrollo de habitos intestinales regulares, y buenas
rutinas de defecacién. Nifilos expuestos a condiciones politicas negativas como
guerras, pobreza o hambre también tienen mayor frecuencia de trastornos

gastrointestinales funcionales [3].

En un estudio realizado por Tam Yuk y colaboradores en Hong Kong en el que
incluyeron a 282 nifios estrefiidos de 9 a 19 afos, identificaron con una P<0.05
que factores como vivir sin los padres, o no tener adecuada compafia de ellos
en casa, pasar mucho tiempo haciendo tareas escolares, suefio inapropiado,
menor ingesta de fibra y consumo frecuente de comida répida, son

significativamente mas prevalentes en nifios con estrefiimiento funcional [10].

Aunque no se entienden con exactitud los mecanismos fisiopatologicos
subyacentes, es posible que el estrés produzca alteraciones tanto en el eje
cerebro-intestino como en el eje hipotdlamo-hipofisis-adrenal contribuyendo a
defectos en la funcion coldnica y rectal, lo que lleva al desarrollo de

estrefiimiento funcional y sindrome de intestino irritable [3].

-Factores dietéticos y actividad fisica

Algunos estudios sugieren que factores dietéticos predisponen a los nifios al
desarrollo de estrefiimiento funcional, principalmente en relacibn con el
consumo de fibra. Diversos estudios han mostrado una asociacion entre las

dietas bajas en fibra y el desarrollo de estrefiimiento funcional [3].

El consumo de comida rapida con ingredientes fritos incluyendo carne y
pescado se ha vuelto una practica muy comun. Se ha demostrado que la
comida chatarra se encuentra asociada con estrefiimiento. Un estudio chino
demostré que los nifios y adolescentes que consumen comida rapida tienen

una mayor frecuencia de trastornos gastrointestinales funcionales [11].

Ademas, multiples estudios han demostrado que la falta de actividad fisica y la
obesidad se ha asociado con una menor frecuencia en el ndmero de

evacuaciones y estrefiimiento funcional en poblacion pediatrica [12,13].
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- Agregacion familiar

Existe literatura médica acerca de la agregacion familiar en pacientes con
estreflimiento. Un estudio publicado en 2015 compar6 las familias de 37 nifios
menores de 18 afios con estrefiimiento funcional (grupo de casos) vs. familias
de 37 nifios sin estrefiimiento (grupo control), 48.6% de las madres
presentaban estrefiimiento en el grupo de casos, significativamente mayor que
en el grupo control 21.6% (p= 0.015). No hubo una diferencia significativa entre
los padres de los 2 grupos ni entre los hermanos. Este estudio pudiera sugerir
la participacion de factores genéticos asociados con la etiologia del
estrefiimiento modificado por factores ambientales influyentes como la dieta y
actividad fisica [5].

En el 2010 Ostwani et al, comparo las familias de pacientes pediatricos con
edades de 6 meses a 18 afos, con estrefiimiento funcional y sin esta
condicién. De 112, 37 cumplieron criterios para estrefiimiento funcional y los 75
restantes pertenecieron al grupo control sin estrefiimiento. Un total de 310
familiares fueron estudiados. Se reportdé una frecuencia de estrefiimiento del
30% en los hermanos de pacientes con estrefiimiento versus con 7% en el
grupo control (p=0.009 OR 5.6, IC 95% 4.20 [1.4-12.5]). Los padres de los
casos tuvieron una mayor frecuencia de estrefiimiento comparado con padres
del grupo control (42% vs 9% respectivamente; p<0.001, OR 7.6, IC 95% 4.83
[2.7-8.7]). El 38% de los familiares de los casos cumplieron criterios para
estreflimiento funcional, contra 8% en el grupo control (p<0.0001, OR 6.9, IC
95% 4.67 [2.8-7.8]). Se concluye la presencia de agregacion familiar en esta
patologia, la fisiopatologia subyacente a este fendmeno no esta esclarecida,
por lo que es necesaria mayor investigacion en la busqueda de una probable
etiologia genética, comportamientos familiares o la exposicion a los mismos

factores ambientales [14].

En 2007 Chan AO et al demostraron que existe mayor prevalencia de
estrefiimiento en familiares de pacientes adultos con estrefiimiento al
compararse con familiares de pacientes de un sujeto sin la enfermedad (16.4%
vs 9.1%). En el grupo de casos, los hermanos del caso indice tenian una

frecuencia de estreflimiento del 33.3%, mientras que en los padres, hijos y

12



esposa la prevalencia era 32.4, 27.9 y 6.3% respectivamente. Estos datos
apoyan la posibilidad que los familiares en primera linea tienen mayor
probabilidad de presentar estrefiimiento. ElI antecedente familiar de
estrefiimiento se asocio con un incremento del riesgo de padecer la
enfermedad, con un OR de 2.02 cuando un familiar estaba afectado y un OR

de 3.99 cuando al menos 2 miembros de la familia estaban afectados [15].

En México, hasta la fecha y hasta nuestro conocimiento el Unico estudio
realizado en relacion con el estrefiimiento funcional y la agregacion familiar, se
llevo a cabo en la Unidad Médica de Alta Especialidad Hospital de Pediatria
Centro Médico Nacional de Occidente en el 2009, en el cual se compararon
140 familias de pacientes pediatricos con estrefliimiento funcional y 140 familias
en un grupo control. Se reporté en el analisis ajustado que entre los casos, las
madres, las hermanas y los hermanos tuvieron una frecuencia de estrefiimiento
de 1.7, 2 y 3.9 veces mayor respectivamente en comparacion con los pacientes

del grupo control [16]

- Genética

Aungue existe un numero limitado de estudios sobre estrefiimiento funcional y
agregacion familiar en poblaciéon pediatrica, se ha demostrado que el
estrefiimiento funcional ocurre con mas frecuencia en familiares de pacientes
con estreflimiento que en los controles sanos. Por otro lado, el estrefiimiento en
la edad pediatrica se describe frecuentemente en pacientes a sindromes
hereditarios (enfermedad de Alexander, MEN2B, adrenomiodistrofia,
enfermedad de Fabry, Sindrome de Aicardi etc). Esto puede indicar una
influencia sustancial de los factores genéticos en la etiologia del estrefiimiento
funcional, tanto como un desorden Mendeliano o como una forma poligénica o

multifactorial [17].

Los patrones de huellas digitales o dermatoglificos se refiere a los patrones
lineares especificos en el lado palmar de los dedos y palmas, los cuales son
considerados uUnicos para cada individuo (excepto en gemelos idénticos), y
genéticamente determinados. Muchas condiciones congénitas tienen patrones

de huellas digitales especificos. Algunos estudios han sugerido que la
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presencia de arcos simples en las puntas de los dedos es mayor en nifios con

estrefimiento [17].

Glottieb y colaboradores estudiaron las huellas digitales de 155 nifios con
estrefiimiento de aparicion temprana (antes de los 10 afios de edad), nifios con
estreflimiento de aparicion tardia (después de los 10 afios de edad) y controles
sanos. En estos individuos se encontré una prevalencia de dermatoglificos con

patrén de tipo arcos simples en el 53%, 13% y 11% respectivamente [18].

Resultados similares fueron reportados por Staiano et al, quien encontré arcos
pequefios en las puntas de los dedos en 38% de un grupo de nifios con
estrefiimiento comparado con 11% de los controles sanos [19]. Sin embargo los
estudios realizados en este rubro de investigacion son escasos y los grupos de

participantes son pequefios y no permiten conclusiones firmes.

Hasta nuestro conocimiento y después de una busqueda intencionada en
PubMed, solo hay un estudio que investigé una serie de genes candidatos en

familias de pacientes pediatricos con estrefiimiento de transito coldnico lento.

En 2007, Garcia B et al, estudio a 35 familias de nifios con estrefiimiento
definido con los criterios de Roma Il, (67% hombres, edades comprendidas
entre los 5.5 y los 19.7 afios, con una media de 11.5 afios). Se demostré la
presencia de transito colonico lento en todos los casos mediante gamagrafia

[6].

Treinta casos tenian uno o mas familiares afectados. En los casos y sus padres
se evaluaron los genes que codifican para neurotransmisores intestinales
(TAC1 [Tacquicinina 1], TAC3 [Tacquicinina 3], VIP [Péptido intestinal
vasoactivo]), los genes que codifican sus receptores (TACR1 [receptor de
tacquicinina 1], TACR2 [receptor de tacquicinina 2], TACR3 [receptor de
tacquicinina 3]) y los genes KIT [c-KIT Hardy — Zuckerman 4 feline sarcoma
viral oncogene homolog] y NOS1 [Neuronal nitric oxide synthase 1], mediante
la investigacion de 117 polimorfismos de un solo nucleétido (Single Nucleotide

Polymorphisms SNPs) distribuidos entre estos genes [6].
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El gen KIT codifica para un receptor del factor de crecimiento tirosin kinasa que
esta presente en las células intersticiales de Cajal y es necesario para su
desarrollo, y el gen NOS1 juega un papel importante en la sintesis del
neurotransmisor Oxido nitrico en las neuronas entéricas. Los resultados se
compararon con los datos genéticos obtenidos del proyecto HapMap basados
en el andlisis de 30 trios (padres e hijos) de ascendencia europea. Cinco
polimorfismos (SNPs) mostraron una asociacion con el estrefiimiento de
transito coldnico lento localizados en los genes TACR1, TACR3, KIT y NOS1
[6]. Para comprender la relacion entre estos genes y el rol que pudieran
desempefiar en la fisiopatologia y etiologia del estrefliimiento, es necesario

describir a detalle la fisiologia de la defecacion.

Es importante destacar que la poblacion estudiada fue relativamente pequenia,
y que el nimero de genes estudiado fue limitado. Hasta la fecha no se ha
realizado algun otro estudio que repligue estos resultados en poblacion
pediatrica [17], por lo que establecer una clara asociacion entre estos
polimorfismos genéticos y la presencia de estrefiimiento funcional aun no es

posible.

Incluso, algunos estudios realizados en adultos no han podido encontrar una
relacion entre genes candidatos y estrefiimiento funcional. En un grupo de 16
pacientes adultos con transito coldnico lento idiopatico se investigo la presencia
de mutaciones en el proto-oncogen RET y GDNF (dos genes que se sabe
estdn asociados con la enfermedad de Hirschsprung) sin encontrar alguna

mutacion o polimorfismo [17].

De igual manera otras investigaciones en adultos se han enfocado a identificar
mutaciones en los genes NRTN (Neurturina; alteraciones en este gen se han
asociado en estudios en ratones con una disminucion de la densidad del plexo
nervioso entérico, disminucion en la motilidad gastrointestinal y defectos
autonémicos) [20], y en el proto-oncogen c-KIT, sin encontrar una asociaciéon

con el estrefiimiento de transito colénico lento en ningun estudio [21].
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En 2007, Rossi et al buscé anormalidades cromosdmicas en biopsias de colon
de 22 adultos con estrefiimiento intratable que requirieron tratamiento
quirurgico. Se utilizo hibridacion por fluorescencia in situ (FISH por sus siglas
en inglés Fluorescent in situ hybridation) para estudiar anormalidades en los
cromosomas 1,18, 17, X y Y en las neuronas entéricas y células gliales. En
45% de los pacientes se encontraron Unicamente anormalidades numéricas del
cromosoma 1 (aneusomia >10%), principalmente de las neuronas entéricas.
Llegaron a la conclusion de que es posible que al menos en un subgrupo de
pacientes con estrefiimiento de transito colénico lento, este padecimiento

pueda tener una base genética [22].

Por lo tanto, aunque se han publicado numerosos estudios que muestran que
la etiologia del estrefiimiento es extremadamente heterogénea y a pesar de
haberse identificado muchos mecanismos predisponentes, el proceso
fisiopatolégico subyacente todavia no es claro. Se sabe que los factores
genéticos desempefian un papel, pero los estudios de asociacion y la
secuenciacion directa de genes, aun no han encontrado alteraciones
especificas (mutaciones o polimorfismos) para establecer una relacién

contundente con el estrefiimiento crénico funcional en la edad pediéatrica [17].

Los 5 polimorfismos asociados a estrefiimiento y transito colonico lento en
poblacion pediatrica, identificados en el estudio de Garcia Barceld y
colaboradores (2007), fueron localizados en los genes TACR1, TACR3, KIT y
NOS1 [6], los cuales desempefian una funcibn en el mecanismo de la
defecaciéon actuando a distintos niveles, por ejemplo en la sintesis de
neurotransmisores excitatorios (tacquicininas) o inhibitorios (oxido nitrico), o de
sus receptores, asi como en el desarrollo y funcidén de las células intersticiales
de Cajal que funcionan como marcapasos eléctrico de la actividad motora del
tubo digestivo humano [23]. A continuacién se describiran los mecanismos
nerviosos que intervienen en la motilidad intestinal con los cuales se intenta
establecer una relacion entre los polimorfismos previamente mencionados y la

probable asociacion con estrefiimiento de origen funcional.
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- Sistema nervioso entérico y sus neurotransmisores

La motilidad gastrointestinal es la propiedad de las paredes intestinales para
contraerse y relajarse a fin de que el contenido del intestino vaya de un lugar a
otro favoreciendo la absorcion adecuada de nutrientes. Las estructuras
involucradas para realizar esta funcion son: 1) El sistema nervioso entérico 2)
Plexos nerviosos: submucoso (Meissner) y mientérico (Auerbach) 3) Las capas
musculares (circular y longitudinal) 4) Células intersticiales de Cajal [24].

La motilidad gastrointestinal se debe a la interaccion especializada de varios
elementos, integrados como sistema nervioso entérico (SNE). Esta es la parte
mas compleja del sistema nervioso periférico que se origina en las células de la
cresta neural y tiene 2 componentes principales, el plexo submucoso o de

Meissner y el plexo mientérico o de Auerbach [24].

El plexo submucoso o de Meissner, situado entre la capa interna de la capa
muscular y la submucosa, su funcién principal es la regulacion de funciones de
digestién y absorcion a nivel de la mucosa y de los vasos sanguineos, de

acuerdo a la estimulacién producida por los nutrientes [24].

El segundo es el plexo mientérico o de Auerbach, situado entre las capas
musculares circular y longitudinal, a lo largo de todo el tubo digestivo, su
funcién principal es la coordinacion de la actividad de las capas musculares
[24].

Las neuronas que conforman el sistema nervioso entérico son:

Neuronas aferentes instrinsecas primarias (NAIP): se encuentran en ambos
plexos nerviosos y son neuronas colinérgicas. Responden a estimulos
mecanicos y quimicos y regulan las funciones fisiol6gicas del sistema digestivo,

transmitiendo la informacién a otras neuronas [24].

Interneuronas: Son las encargadas de integrar la informacion generada por las

NAIP y de enviar la informacion a las neuronas motoras [24].
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Neuronas intestinofugas: Sus cuerpos celulares se hallan en el plexo
mientérico; envian prolongaciones fuera del tubo digestivo y forma sinapsis con
los ganglios mesentérico superior e inferior y con el ganglio celiaco, formando
el ganglio prevertebral. Conducen sefales eferentes y funcionan como

mecanorreceptores que detectan cambios en el volumen intestinal [24].

Neuronas motoras: Estas neuronas inervan las capas musculares del tubo
digestivo, vasos sanguineos y las glandulas. Los cuerpos celulares se
encuentran en los ganglios mientéricos, pero puede haber algunos en los

ganglios submucosos [24].

De acuerdo a su funcion, las neuronas motoras pueden dividirse en excitatorias
e inhibitorias. Los principales neurotransmisores relacionados con las neuronas
excitatorias cuya accion es facilitar la contraccibn muscular del intestino son:
acetilcolina, tacquicininas (sustancia P y neuroquininas). Las neuronas
inhibitorias que facilitan la relajacion muscular del intestino, utilizan un espectro
mas amplio de de transmisores: oOxido nitrico, péptido intestinal vasoactivo
(VIP), &cido gamma-aminobutirico (GABA) y mondxido de carbono. Hay un
subgrupo de estas células encargadas de regular la secrecién de agua y
electrélitos (neuronas secretomotoras) y del flujo sanguineo (vasomotoras)
[24].

-Tacquicininas: constituyen una de las familias mas grandes de péptidos en el
mundo. Las tacquicininas son llamadas asi porque evocan una rapida
contraccion del musculo liso intestinal, estdn ampliamente distribuidas en el
sistema nervioso central de los mamiferos y en el tejido periférico. El tracto
gastrointestinal contiene la mayor densidad de tacquicininas entre los 6rganos

periféricos en el humano [25].

Existen 3 tipos de tacquicininas en los mamiferos conocidas como sustancia P
0 tacquicinina 1; neuroquinina A o tacquicinina 2 y neuroquinina B o
tacquicinina 3. Para efectos de este trabajo las nombraremos como TAC1,
TAC2 y TAC3 respectivamente. Estas tacquicininas juegan un papel importante

como neurotransmisores / neuromoduladores a través de la estimulaciéon de al
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menos tres distintos grupos de receptores acoplados a proteina G, llamados
receptor de tacquicinina 1 (TACR1), receptor de tacquicinina 2 (TACR2) y
receptor de tacquicinina 3 (TACR3) [25].

Las tacquicininas pueden ser liberadas del estbmago en respuesta a un
estimulo eléctrico del nervio vago. En el intestino delgado TAC1 y TAC2 se
encuentran en la mucosa, submucosa y en la capa externa del musculo liso,
mientras que los niveles de TAC3 son muy bajos. Las fibras que liberan TAC1
se encuentran en los plexos mientérico y submucoso, en las capas musculares
circular y longitudinal asi como en la lamina propia y en la muscular de la

mucosa, y son particularmente numerosas en la mucosa [25].

De igual manera los 3 receptores para tacquicininas son expresados en el
tracto gastrointestinal. Por lo general, en intestino delgado, TACR1 se expresa
tanto en las células efectoras (musculo liso intestinal, células intersticiales de
Cajal, epitelio, vasculatura, en la muscularis mucosa y algunas células
inmunes), asi como en las neuronas motoras entéricas tanto inhibidoras como
excitadoras y neuronas secretomotoras; TACR2 se expresa en las células
efectoras del musculo liso tanto en la capa circular como en la longitudinal,
pero estan ausentes en el plexo y TACR3 se expresa en las neuronas del
sistema nervioso entérico, y en células musculares aunque hay escasa

evidencia de su rol [25].

A nivel de colon, las tres tacquicininas se localizan en las fibras nerviosas del
plexo mientérico y submucoso, en las capas del musculo liso circular y
longitudinal y la mucosa. Y sus receptores en arterias y venas, asi como en la
capa externa del musculo liso circular. EI musculo liso en colon tiene una mayor
sensibilidad a TAC2 / TACR2 y menor a la estimulacion de TAC1 / TACR1 vy
TAC3/ TACR3 [25].

Las tacquicininas liberadas de las neuronas entéricas estan involucradas en las
respuestas motoras secundarias a algun estimulo eléctrico o quimico, son
complementarias entre si y funcionan como un co-transmisor en la via motora

entérica excitatoria, son moduladas preganglionarmente por la acetilcolina,
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contribuyendo a los reflejos motores excitatorios entéricos siendo importantes

para integrar la motilidad propulsiva del intestino [25].

Sin embargo, si son liberadas por las fibras nerviosas aferentes extrinsecas,
participan en reflejos de asa corta en los ganglios simpaticos prevertebrales asi

como en reflejos vagales y espinales [25].

El resultado de estas respuestas es que es que las tacquicininas pueden
estimular o inhibir la motilidad gastrointestinal, el efecto neto dependera del sito
de accion y del receptor. Estas acciones motoras son relevantes para el control
neural de la peristalsis [25].

En pacientes pediatricos estrefiidos con transito colonico lento la TAC1 se
encuentra disminuida del 23 — 70% segun diferentes fuentes bibliograficas.
Un estudio de inmunohistoquimica realizado en 2010 en pacientes pediatricos
estrefiidos con transito colonico lento (TCL) versus pacientes pediatricos
estrefiidos con retencién ano-rectal (RAR), demostrd la disminucion de la
TAC1 y péptido intestinal vasoactivo (VIP) a nivel de colon transverso derecho
(angulo hepatico) en el muasculo liso circular en pacientes estrefiidos con TCL

en comparacién con pacientes estrefiidos con RAR [26].

- Oxido nitrico

En el tracto gastrointestinal en los dltimos 25 afios se ha demostrado las
funciones del oxido nitrico (ON), como un neurotransmisor inhibitorio,
mostrando ser crucial para la relajacién y motilidad de las células del musculo
liso. De hecho se han identificado padecimientos como acalasia, gastroparesia,
transito intestinal lento, enfermedad de Hirschsprung en los que puede estar

involucrada alguna alteracién en la sefalizacion del ON [27].

El ON induce la relajacién del musculo liso a lo largo de todo el sistema
gastrointestinal, especificamente regula el tono del esfinter esofagico inferior, la
acomodacion y el vaciamiento gastrico, la peristalsis del intestino grueso y

delgado, asi como el tono del esfinter anal interno [27].
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La sintetasa de oxido nitrico (NOS) actua como la fuente de Oxido nitrico. Se
conocen 3 isoformas distintas de NOS (endotelial, neuronal e inducible) de las
cuales la NOS neuronal (NNOS) produce ON como neurotransmisor, la cual
juega el rol mas importante para el sistema gastrointestinal. El principal
receptor de 6xido nitrico es la guanilil ciclasa sensible al 6xido nitrico (NO-GC),
el cual envia sefales a través del guanilil monofosfato ciclico (cGMP) para la
activacion de otras enzimas como la cGMP dependiente de proteinkinasa
(PKG), fosfodiesterasas y posiblemente canales regulados por cGMP. Para
efectos de motilidad, la PKG parece ser la mas importante ya que la
fosforilacibon mediada por esta enzima ejerce su efecto sobre multiples
proteinas “blanco” que se sabe son parte de los cambios inducidos por ON en

la motilidad gastrointestinal [27].

En las neuronas productoras de 6xido nitrico, la NnNOS, sintetiza ON, el cual
difunde a las células vecinas: células del musculo liso, células intersticiales de
Cajal (CIC), y células fibroblastos “like” (FLC) en las cuales se activa el receptor
NO-GC. Existen contactos cercanos entre las dendritas neuronales, las CIC y
las FLC. De igual manera existen uniones Gap que conectan las células del
musculo liso con las CIC y las FLC. De esta manera se forma una unidad
eléctrica. Mediante la modulacién del potencial de membrana de las células del
musculo liso, las neuronas motoras del tracto gastrointestinal, integran y
coordinan las sefiales excitatorias e inhibitorias. En las CIC, el cGMP induce
una hiperpolarizacion via activacion del PKG. En las células del musculo liso, el
cGMP induce relajacion via PKG e hiperpolarizacion. Y es a través de este
mecanismo que el ON induce la relajacion del musculo liso en el sistema

gastrointestinal [27].

Se ha asumido que desérdenes del sistema nervioso entérico pueden ser la
causa del estrefiimiento de transito colonico lento, y de hecho, alteraciones en

la sefalizacion de 6xido nitrico se han descrito como probable etiologia [27].

En un trabajo realizado por Tomita y colaboradores, se estudio las respuestas
nerviosas entéricas en segmentos intestinales de colon obtenidos de pacientes

afectados por transito colénico lento y segmentos sanos de pacientes controles
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afectados por cancer de colon. Se obtuvieron 26 preparaciones de 8 pacientes
del grupo de los casos, y 42 preparaciones de colon normal de 14 pacientes
controles. Se evalud in vitro, las respuestas musculares al estimulo eléctrico,
antes y después del tratamiento con diversos bloqueadores del sistema
nervioso autdbnomo, NG — nitro L arginina (inhibidor especifico de la sintesis de
oxido nitrico) y L arginina. Demostraron que el colon de pacientes con
estrefiimiento de transito colonico lento se encontraba mas fuertemente
inervado por neuronas inhibitorias no adrenérgicas, no colinérgicas en
comparacion con los segmentos de colon sano. El colon de los pacientes con
transito colonico lento estaba mas fuertemente inervado por neuronas
productoras de Oxido nitrico en comparacién con el colon de los controles.
Estos hallazgos sugieren que un aumento de 6xido nitrico media a los nervios
no adrenérgicos, no colinérgicos inhibidores y juega un papel importante en la
dismotilidad observada en el colon de los pacientes con transito colonico lento
[28].

Por medio de estudios de inmunohistoquimica se ha reportado tanto aumento
como disminucién de neuronas productoras de 6xido nitrico (ON) en pacientes
adultos con estrefiimiento cronico funcional; otros estudios no han encontrado
cambios cuantitativos en las fibras nerviosas productoras de ON en el musculo

liso circular de pacientes con transito colénico lento [26].

- Células intersticiales de Cajal (CIC)
Se ha aceptado que las células intersticiales de Cajal integran sefiales
neuroldgicas del sincitio de las células musculares lisas, con el objetivo de

garantizar una adecuada motilidad gastrointestinal [27].
Las CIC son un grupo heterogéneo de células de origen mesenquimatico.
Coordinan diferentes funciones dependiendo de la localizacion dentro de la

pared intestinal y la region especifica del tracto gastrointestinal [27].

En general, se sugiere que las células intersticiales de Cajal tienen 3 funciones

principales: actuar como marcapasos en la generacién de la autoritmicidad del
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musculo liso intestinal (actividad de onda lenta), conducir la propagacion activa

de eventos eléctricos, y mediar la neurotransmision entérica [23].

Se ha observado que la peristalsis estd comprometida en ratones con
deficiencia de células intersticiales de Cajal, sugiriendo que estos marcapasos
pueden ademds estar involucrados en reflejos neurales. Existe evidencia de
que los reflejos neurales inhibidores y excitadores locales requeridos para el
peristaltismo modulan la actividad del marcapasos espontaneo, al afectar el
namero de sitios de estimulacion y la frecuencia de generacién espontanea de

ondas de calcio estimulacion [23].

Debido a su importancia en la motilidad a través del tracto gastrointestinal,
anormalidades en la densidad y distribucién de las células intersticiales de
Cajal se han investigado y descrito en la aganglionosis humana, algunos casos
de hipoganglionosis, pseudo-obstruccion idiopatica neonatal y malformaciones
anorrectales altas, acalasia, gastroenteropatia diabética, gastroparesia,

enfermedad inflamatoria intestinal, asi como estrefiimiento refractario [23, 27].

Existe un proto-oncogén que codifica al receptor de tirosin kinasa (c-KIT) el
cual pertenece a una superfamilia de receptores, los cuales son reguladores de
la determinacion del linaje celular de muchos mamiferos. Este receptor se ha
identificado principalmente en la superficie de las células hematopoyéticas,
mastocitos y células intersticiales de Cajal donde es especialmente abundante
[29].

Diversos estudios han sugerido que la disminucion de las CIC esta relacionada
con el estrefiimiento de transito lento. Un estudio realizado en adultos utilizando
inmunohistoquimica, identificé que la cantidad de CIC en las capas musculares

estaba significativamente disminuida respecto a los controles [30].
En 23 adultos con estrefiimiento de transito coldnico lento, el analisis del proto-

oncogén c-KIT, sugirié tener un rol crucial en el desarrollo de las células

intersticiales de Cajal y su actividad como marcapaso. Sin embargo no produjo
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ninguna evidencia para una asociacion entre las mutaciones en c-KIT y el

estrefiimiento de transito coldnico lento [17].

Sin embargo otros estudios como el realizado por Tong en 2006, cuyo objetivo
fue determinar si la expresiéon de c-KIT mRNA y receptor de c-KIT se
encontraba disminuido en pacientes con estrefiimiento de transito coldnico
lento, mediante el estudio de muestras de colon de estos pacientes, demostré
gue en este grupo existid una disminucion significativa de la expresion del
MRNA c-KIT y del receptor c-KIT, sugiriendo que esta via de sefializacion juega
un rol importante en la disminucién de las CIC en el estrefiimiento de transito

colénico lento [31].

Genes y Polimorfismos.

Aproximadamente el 99.9% de la secuencia de ADN (Acido
Desoxirribonucleico) de los individuos diferentes es la misma. Una proporcion
significativa de las diferencias encontradas en los individuos, es decir, sus
diferencias fenotipicas y/o susceptibilidad a ciertas enfermedades, radica en el
0.1% de variacién; a este tipo de variaciones genéticas se les conoce como
polimorfismos genéticos, los cuales representan diferentes formas de la
secuencia de ADN [32].

Los factores hereditarios 0 genes descritos por Mendel en 1865 se han
considerado durante mucho tiempo como la unidad de transmisién genética de
padres a hijos. Los genes son segmentos de ADN que se expresan o codifican

dando lugar a polipéptidos. Es la unidad fisica fundamental de la herencia [33].

Cientificos estadounidenses, entre ellos Watson, iniciaron en 1990 el Proyecto
del Genoma Humano, cuyo objetivo era descifrar su secuencia completa. A
partir de este proyecto se conoce que el genoma humano contiene entre
30,000 y 35,000 genes, y solo alrededor del 5% participa en la codificacion de
la informacion, mientras que la funcion del resto es hasta ahora desconocida.
Por otra parte se reveld la existencia de aproximadamente 10 millones de

polimorfismos de nucledtido sencillo (SNP) [32].
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Las mutaciones en cambio, son alteraciones genéticas caracterizadas por
grandes reorganizaciones cromosoémicas, asi como duplicaciones o deleciones

de fragmentos y hasta de cromosomas enteros [32].

De esta manera los polimorfismos se distinguen terminolégicamente de las
mutaciones por su frecuencia. Es decir, las diferentes formas de los
polimorfismos (llamados alelos) son mas frecuentes que las mutaciones, esto

es tienen una frecuencia mayor al 1% en la poblacion [32].

La gran mayoria de los SNPs tienen 2 alelos los cuales estan representados
por una sustitucion de base por otra. En las poblaciones este tipo de alelos se
clasifican en alelo principal o “silvestre” y alelo raro o mutante, clasificacion

basada en la frecuencia observada [32].

Debido a que los humanos son diploides, un individuo puede tener 1 de 3
genotipos: homocigoto para el alelo mas frecuente, heterocigoto u homocigoto
para el alelo menos frecuente. Actualmente se han catalogado mas de 9
millones de variantes en la secuencia de ADN. Se describe que los SNP’s se
presentan uno por cada 200 pares de bases en el genoma humano [32].

Los estudios de asociacion permiten identificar genes relacionados con
distintas enfermedades; a partir de esto han surgido pruebas directas e
indirectas para la identificacién de genes candidatos. En un estudio de prueba
directa, el supuesto SNP responsable de una enfermedad es genotipificado
directamente. El reto de este tipo de estudios es predecir o determinar a priori
cuales SNP’s son los responsables del fenotipo de interés. Los estudios
indirectos de asociacion genética se basan en un analisis de ligamiento
genético el cual utiliza “marcadores neutrales” y no hace predicciones sobre la

localizacion del gen responsable de la enfermedad en estudio [32].

A partir de las pruebas indirectas existen dos estrategias que han sido
utilizadas para identificar los genes y los polimorfismos que estan implicados
con el desarrollo de ciertas enfermedades: el andlisis de ligamiento y estudios

de asociacion de genes candidatos [32].
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El andlisis de ligamiento requiere del reclutamiento de familias afectadas,
mientras que el estudio de genes candidatos es probado por estudios de

asociacion de sujetos no relacionados [32].

Nuestra investigacion pertenece a este ultimo grupo de estudios, en los cuales
se buscan polimorfismos individuales de genes implicados en la patogénesis de
la enfermedad, y asi determinar si existe algun tipo de relacion con ella, para lo
que primero se deben identificar genes candidatos que se crea 0 se sepa son
importantes en la patogénesis de una condicion (previamente identificados en
el estudio de Garcia B 2007). Este tipo de genes pueden ser candidatos debido
a un extenso estudio de la enfermedad y/o comparando los niveles de
expresion génica en tejidos normales y enfermos; el siguiente paso es
identificar los diferentes polimorfismos sobre el gen que pudiera estar
afectando su funcién (también previamente identificados en el estudio de
Garcia B 2007), y finalmente examinar si los polimorfismos elegidos ocurren
mas frecuentemente en individuos que tienen la enfermedad con respecto a

una poblacién control [32].

Una de las ventajas de este tipo de estudios de asociacion es que los sujetos
de estudio son individuos no relacionados, y no se requieren datos fenotipicos
ni genotipicos de multiples generaciones; sin embargo una asociacion positiva

puede no ser debida siempre a un papel causal de polimorfismo [32].

Durante este trabajo ya se ha hablado previamente del estudio realizado por
Garcia B en 2007, en el cual se estudio a 35 familias de nifios con
estrefiimiento definido con los criterios de Roma Il. En los casos y sus padres
se evaluaron los genes que codifican para neurotransmisores intestinales
(TACL1, TAC3, VIP), los genes que codifican sus receptores (TACR1, TACR2,
TACR3) y los genes KIT y NOS1, mediante la investigacion de 117 SNPs

distribuidos entre estos genes [6].
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Los resultados se compararon con los datos genéticos obtenidos del proyecto
HapMap basados en el analisis de 30 trios (padres e hijos) de ascendencia

europea [6].

Cinco SNPs mostraron una asociacion con el estrefiimiento de transito colonico
lento [6]:

TACR1: rs3771863

TACRS: rs4580655 y rs11722288

KIT: rs4563545

NOS1: rs3782221

A continuacion se describirdn los genes y polimorfismos que se estudiaran para
la identificacion de su asociacion con el estrefiimiento cronico funcional en

poblacién pediatrica en este trabajo.

Gen del receptor de tacquicinina 1 (TACR1); se encuentra en el cromosoma

2p12. Este gen pertenece a la familia de los receptores de tacquicininas; estos
receptores de tacquicininas se caracterizan por la interaccién con proteinas G
que tiene 7 regiones transmembrana hidrofobicas. El gen codifica para el
receptor de tacquicinina 1 también conocido como gen receptor de sustancia P
0 neuroquinina 1. También codifica una proteina que interviene en el

metabolismo del fosfatidilinositol de la neuroquinina 1 [34].

[ 74939359 p [ 754565495

LINCO1293 THECRL # LOCL0S3E74510 GAPDHPS?
POLE4 HIRSO0OD
LOC1053T4511
LOCLoS374512

Polimorfismo rs3771863. Este representa el cambio de C por T y se localiza en
el intron 1 del gen TACRL1 [35]

TTTCTCTTGTGTGATAGGACTCTTA[C/TIATTGCTTTTCTGCCTCCAATGACAG

Gen del receptor de taquicinina 3. El gen del receptor de taquicinina 3 (TACR3)

es también conocido como el receptor de neuroquinina 3 y se encuentra en la

region del cromosoma 4q24. Este gen pertenece a la familia de genes que
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funcionan como receptores de tacquicininas. Las afinidades del receptor son
especificas para la variacion de la secuencia 5’-fin; ademas tiene interacciones
con la proteina G y 7 regiones hidrofébicas transmembrana. Este gen codifica
para el receptor de neuroquinina 3, también conocida como receptor de

neuroquinina B. [36]

[ 103425042 P [ 104594349 P

LAac101a2adds OOX3P3 LOC10S3TT 349 LAOC1 05377350
TACRS W —

Polimorfismo rs4580655. Este representa el cambio de A por G y se localiza
en el intron 3 del gen TACR3 [37].

AAATGACACACGCACTCATATGTTC[A/GITTACCACGCTATTCACAATAGCAAA

Polimorfismo rs11722288. Este representa el cambio de A por G y se localiza
en el intron 3 del gen TACRS3 [38].

CATCCACACCTCAGTAAGTGTCATCIA/G]TCATCTATCTGACTGCCAGAGACAG

Gen c-KIT Hardy-Zuckerman 4 oncogén homoélogo del sarcoma viral felino. El

gen c-KIT Hardy-Zuckerman 4 oncogén homélogo del sarcoma viral felino (c-
KIT); da instrucciones para producir proteinas llamadas receptor de tirosina-
kinasas y que se encuentra en el cromosoma 4qll-ql2. Estas transmiten
sefales de la superficie celular hacia el interior de las células a través de un
proceso llamado transduccion. Las proteinas KIT se encuentran en la
membrana celular de cierto tipo de células donde una proteina especifica,
llamada factor de células madre se une a ella. Esta union activa las proteinas
KIT las cuales activan otras proteinas dentro de la célula al afiadir &tomos de
oxigeno y fosfato en posiciones especificas (fosforilacion) con lo que se activan
multiples proteinas en la via de sefalizacién. Esto es importante para ciertos
tipos celulares como las células reproductivas, células madres
hematopoyéticas, células inmunes, células del tracto gastrointestinal llamadas

células intersticiales de Cajal y los melonacitos. En el tracto gastrointestinal la
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proteina producida por el gen KIT participa como proteina receptora en las

células intersticiales de Cajal [39].

[ 54332575 [ 54545415

LOCL 05377656 LOCE39975 KIT s— | 001 05577655
LOCLOSITTEET

Polimorfismo rs4563545. Este representa el cambio de C por T y se localiza en

la posicion 50 kb “upstream” del gen KIT [40].
GAGACTCTTGAAGTTAAGGATGACA|C/TITTAATTAATTATTGGATATTCTAGG

Gen Oxido nitrico sintetasa 1. ElI gen 6xido nitrico sintetasa 1 (NOS1) produce

una proteina que pertenece a la familia de Oxido nitrico sintetasa, la cual
sintetiza 6xido nitrico a partir de L-arginina; se encuentra situada en el
cromosoma 12q24.22. El 6xido nitrico es un radical libre que actia como
mediador bioldégico en varios procesos los que incluyen neurotransmision,
actividades antitumorales y antimicrobianas. En el cerebro y sistema nervioso
periférico se comporta como neurotransmisor y ha sido implicado en la
neurotoxicidad asociada a eventos vasculares cerebrales o enfermedades
neurodegenerativas; en el tracto gastrointestinal regula al musculo liso que
incluye peristaltismo y ereccion del pene. Esta proteina se expresa de manera
ubicua, con alto nivel de expresion en el musculo esquelético. Varias variantes
de transcripcion que difieren en el 5’UTR se han descrito para este gen, pero la
naturaleza de la longitud completa de estas transcripciones no se conoce.
Adicionalmente se han encontrado variantes de transcripcion empalmadas

alternativamente que codifican diferentes isoformas. [41].

[ 117008467 [ 117968105

Lociozsrooin HOE] Af— CL0S3T0012 LOCios3vonll
TEZC-RZ1 KZR2
FE=O21

Polimorfismo rs3782221. Este representa el cambio de A por G y se localiza en
la posicion 5’ UT del gen NOSI [42].
CCGCACAGACCCACAGAACCTGAGT[A/GJACAGGCAACACATGAAGTCTTGTCA

29



Il PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA
El estrefiimiento funcional es un problema comun en los pacientes pediétricos,
con una prevalencia estimada alrededor del mundo del 3%. [4]. Constituyendo
una de las 10 principales causas de la consulta pediatrica y el 25% de los
motivos de consulta del gastroenterélogo pediatra [9]. En México un estudio
realizado en pacientes en edad escolar reporta una prevalencia de 12.6%
siendo el mas comun de los trastornos gastrointestinales funcionales [1] con un

impacto negativo en la calidad de vida.

La prevalencia del estrefiimiento funcional es alta en pediatria. En la etiologia la
agregacion familiar es importante. La fisiopatologia subyacente a este

fenébmeno no es clara.

En 2007, Garcia B y colaboradores, identificaron 5 polimorfismos genéticos en
relacion con estrefliimiento de transito coldnico lento distribuidos en genes que
codifican para neurotransmisores intestinales (TAC1, TAC3, VIP), genes que
codifican sus receptores (TACR1, TACR2, TACR3) y los genes KIT y NOS1.
Estos 5 polimorfismos fueron identificados como: En el gen TACR1: rs3771863
En el gen TACR3: rs4580655 y rs11722288. En el gen KIT: rs4563545 y por
ultimo en el gen NOS1: rs378222. El polimorfismo TACR1 rs3771863 se ha fue
el que tuvo una mayor asociacién con estrefiimiento funcional, pero no fue

posible establecer una relacion definitiva [6].

Hasta la fecha y hasta nuestro conocimiento no se ha realizado algun otro
estudio que replique estos resultados en poblacion pediatrica, y por otro lado,
para que la relacion sea mas contundente, es necesario buscar la presencia
de los mismos polimorfismos en grupo control sin estrefiimiento. Por tanto
establecer una clara asociacion entre estos polimorfismos genéticos y la
presencia de estrefiimiento funcional aun no es posible. En México se
desconoce la prevalencia de estos polimorfismos en la poblacién general y en

personas con y sin estrefiimiento.

Actualmente se esta realizando un proyecto de manera paralela que busca

identificar la presencia de estos 5 polimorfismos en poblacién pediatrica con
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estrefiimiento cronico funcional, por lo que esta investigacion, se investigo la

presencia de 2 de los 5 polimorfismos en un grupo control de niflos sin

estrefiimiento, para incrementar la validez de los resultados.

V.

PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢Cuél es la frecuencia de los polimorfismos de los genes Receptor de
Tacquicinina 1(rs3771863) y Oxido Nitrico Sintetasa Neuronal 1 (rs3782221) en

poblacién pediatrica no estrefiida?

V.

JUSTIFICACION
Magnitud: El estrefiimiento es el principal trastorno funcional
gastrointestinal en pediatria. Se ha demostrado la asociacién de 5
polimorfismos genéticos con estrefiimiento de transito colonico lento, sin
embargo el conocimiento es escaso y no existe suficiente evidencia
cientifica para establecer de manera terminante esta asociacion. Esta
investigacion permite el estudio de la fisiopatologia subyacente a la
agregacion familiar como factor predisponente. EI identificar los
polimorfismos en controles no estrefiidos, incrementa la validez de la

misma investigacion en los casos estrefiidos.

Trascendencia: En México se desconoce la prevalencia de estos
polimorfismos en poblacion pediatrica no estrefiida. Esta investigacion
permite el estudio de un grupo control sin estrefiimiento que junto con un
proyecto que corre paralelamente (nUmero de registro R-2014-1302-54)
busca identificar la relacibn entre polimorfismos genéticos y el
estreflimiento funcional en poblacion pediatrica. Los hallazgos intentan
brindar una nueva explicacién etiolégica al estrefiimiento funcional y

eventualmente el desarrollo de nuevas estrategias terapéuticas

Factibilidad: El Hospital de Pediatria de la Unidad Médica de Alta
Especialidad del Centro Médico Nacional de Occidente, cuenta con una
importante afluencia de pacientes pediatricos del occidente del pais que
acuden por otras patologias o programacion de procedimientos

quirdrgicos a la toma de muestras en el laboratorio de nuestro hospital,
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de los cuales se tomaron las muestras sanguineas para la determinacion

de dichos polimorfismos en poblacién pediatrica no estrefiida (controles).

- Vulnerabilidad: La seleccion de los pacientes es a partir de nifios que
acuden al laboratorio por otros motivos, que se consideran sin
estrefiimiento en base a encuesta con criterios de Roma IV. Sin
embargo son pacientes que acuden a una unidad médica de tercer nivel

por lo que no es una poblacion sana.

Una de las desventajas de los estudios de asociacion genética es que,
una asociacion positiva puede no ser debida siempre a un papel causal
del polimorfismo. Por ejemplo, puede haber asociaciones de falsos
positivos si un grupo étnico diferente (con distinta frecuencia del

polimorfismo) esta sobre-representado en el grupo de casos o el control.

VI. HIPOTESIS

Al ser un estudio transversal descriptivo no requiere de hipotesis.

VIl.  OBJETIVOS
General: Determinar la frecuencia de los polimorfismos de los genes Receptor
de Tacquicinina 1(rs3771863) y Oxido Nitrico Sintetasa Neuronal 1 (rs3782221)

en poblacion pediétrica sin estrefiimiento del occidente del pais.

Especificos:

-Calcular las frecuencias alélica y genotipica de los polimorfismos de los genes
Receptor de Tacquicinina 1(rs3771863) y Oxido Nitrico Sintetasa Neuronal 1
(rs3782221) en la poblacion estudiada.

-Describir las caracteristicas socio-demograficas de los sujetos estudiados.
-Determinar la frecuencia de estrefiimiento en familiares de primera linea

(mam@, papa y hermanos) de nifios sin estrefiimiento funcional.
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VIII.  MATERIAL Y METODOS

a) Clasificacion del estudio: Transversal descriptivo

b) Universo de estudio: poblacion pediatrica que acudié al laboratorio del
Hospital de Pediatria CMNO a toma de muestras sanguineas por otros
padecimientos no abdominales y no relacionados con etiologias conocidas con

estrefiimiento.

c) Criterios de Inclusiéon: Pacientes mayores de 4 afios y menores de 16 afios
de edad que acudieron a toma de muestras sanguineas al laboratorio que no

presenten estrefiimiento crénico funcional.

d) Criterios de no Inclusion:
- Pacientes que cumplieron con 2 o mas criterios de Roma IV para

estrefiimiento funcional:

** Criterios de Roma IV: para pacientes mayores de 4 afios, al menos 2 de los
siguientes criterios deben estar presentes al menos una vez por semana por al
menos un mes [8]:

- Dos o menos evacuaciones en el bafio por semana

- Al menos un episodio de incontinencia fecal por semana

- Historia de posturas retencionistas o retencion voluntaria de las heces

excesiva
- Historia de evacuaciones dolorosas
- Presencia de materia fecal abundante en el recto

- Historia de evacuaciones anchas de pueden obstruir el bafio
En adicién, los sintomas no son suficientes para cumplir con los criterios
diagnoésticos de sindrome de intestino irritable y los sintomas no pueden ser

explicados por otra condicion médica después de una adecuada evaluacion [8]

- Pacientes con patologia gastrointestinal o extra-gastrointestinal reconocida

como etiologia de estrefiimiento (Enfermedad de Hirschsprung, acalasia rectal,
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diabetes mellitus, hipotiroidismo, malformaciones ano-rectales o espinales,

fibrosis quistica, hipercalcemia o intolerancia a proteinas de la leche de vaca)
- Antecedente de cirugia abdominal
- Trastornos neuroldgicos o retraso mental

e) Criterios de exclusion: sujetos cuyas muestras carecian de material genético

suficiente o adecuado para el procesamiento molecular.
f) Operacionalizacion de las variables

Tabla 1.Variables dependientes

. Escala de . oy
Variable variable Naturaleza medicion Indicador Estadistica

Tipo de

1.Homocigoto
L Silvestre .
Polimorfismo s3771é'36.3'del Dependiente | Cualitativa Nominal 2. Heterocigoto Frecuga nciay
gen receptor de taquicinina 1 3 Homociaot Y%
: goto
polimérfico
1.Homocigoto
Polimorfismo rs3782221 del Silvestre Frecuencia y
gen Oxido Nitrico Sintetasa Dependiente | Cualitativa Nominal 2. Heterocigoto Y
Neuronal 1 3.Homocigoto °
polimérfico

Tabla 2. Variables independientes

. Tipo de Escala de . -
VELEL] ) variable Naturaleza medicion Indicador Estadistica
Media y desviacion
. . . Afios estandar 6 mediana y
Edad Independiente | Cuantitativa Discreta cumplidos rangos
i 0
Sexo Independiente | Cualitativa Nominal Hombre/Mujer Frecuencia y %
Familiar con 1.Mama .
g . Frecuenciay %
estrefiimiento . - . 2. Papa
(mamé, papa, Independiente | Cualitativa Nominal 3. Hermano(a)
hermanos) 4. Ninguno
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g) Calculo del tamafio de la muestra:

Debido a que este estudio forma parte de una linea de investigacién y
complementa los controles de un protocolo paralelo, se requirieron 60 sujetos
segun una formula para disefios de casos y controles para comparar dos
proporciones; los datos para el calculo se obtuvieron de la frecuencia de
polimorfismos en poblacion México — Americana y poblacion general mundial,
misma que se obtuvo de Gene Bank. Al desconocerse la frecuencia de
polimorfismos en pacientes pediatricos con estreflimiento cronico funcional, se
asumio una frecuencia del 50%. Asumiendo pérdidas del 10%, se estima que
cada grupo (casos y controles) debera tener 60 individuos. Nuestro protocolo
abarca el grupo de los controles, por lo que se recluté una muestra minima de

60 individuos de acuerdo a esta formula.

Calculo del tamafio de la muestra
v" Férmula para comparar dos proporciones
v ' n= (p'q'+ p?g?*)(K)
(p*-p?)*
p* = Frecuencia del polimorfismo en poblacion mexico-
americana
p?=50%
K= (Z alfa + ZB) 2. Significancia 0.05% / Poder 80% —> 7.9
a dos colas
v’ *** 60 pacientes por grupo

h) Desarrollo del estudio

-Reclutamiento de pacientes.

Se incluyé a todos los pacientes que completaron los criterios de inclusion y en
quienes se programen estudios de laboratorio electivos. Se acudio al
laboratorio, al momento de la toma de muestras y se selecciono a los pacientes
gue cumplieron con criterios de inclusibn y se eliminé a aquellos que
cumplieron con criterios de no inclusion. Se aplicaré el instrumento (encuesta)
para no incluir a aquellos pacientes que cumplian con los criterios de Roma 1V,
y con el mismo instrumento se obtuvieron datos de identificacion, socio-
demograficos y clinicos (Anexo 1). Se firmd consentimiento informado vy
posteriormente se procedid a la toma de muestras sanguineas, 5 ml en tubo

heparinizado por cada individuo.
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-Andlisis molecular

La identificacion de los polimorfismos se llevd a cabo mediante 4 diferentes

etapas:

1.

Extraccion de ADN gendmico. Para la extraccion de ADN gendmico, se les
tomd una muestra de sangre venosa periférica (5mL). La toma de muestra
se realizd en el laboratorio. La extraccion de ADN gendmico se hizo de
acuerdo al método descrito por Gustincich [43].

Cuantificacion y determinacién de pureza de ADN. La determinacién de la
concentracion y pureza del ADN extraido se realizd6 mediante
espectrofotometria. Debido a que el ADN se encuentra asociado a
proteinas, se debe estimar su pureza, para ello se debe obtener su
densidad 6ptica a las longitudes de onda de 260 y 280 nm, ya que en estas
longitudes de onda se obtiene la méaxima absorbancia del ADN y de las
proteinas, respectivamente. De esta forma, si la relacion de densidad
Optica 260/280 nm es mayor de 1.7 el ADN tiene una pureza adecuada,
mientras que si esta relacion es menor de 1.7, esto indica contaminacion
de la muestra, principalmente por proteinas. La verificacion de la integridad
del ADN se realizé6 mediante electroforesis en gel de agarosa al 1% tefiido
con syber green [44]. Una vez que el ADN extraido tuvo las condiciones
Optimas, se almacend a -20°C hasta su procesamiento para la identificacion

de los polimorfismos.

Amplificacién génica por PCR (Reaccion en cadena de la polimerasa). En
la identificacion de los polimorfismos esté implicada la amplificacién génica
por PCR. Este es un método de sintesis in vitro de acidos nucléicos, por
medio de la cual un segmento de ADN es amplificado. Esta metodologia
involucra iniciadores (oligonucledtidos) que flanquean el fragmento de ADN
por ser amplificado, asi como ciclos repetidos de desnaturalizacion para
separar la doble hebra de ADN, seguido del alineamiento o apareamiento
de los iniciadores a sus secuencias complementarias en las hebras de ADN
blanco, y la extension o polimerizaciébn de los iniciadores alineados

mediante la Taq ADN polimerasa termoestable en direccion 5" a 3’, lo que
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permite el andlisis de secuencias cortas de cantidades muy pequefias de
ADN [45].

4. RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism). Es el procedimiento
mediante el cual los fragmentos amplificados mediante PCR son digeridos
con enzimas de restriccion. Las enzimas de restriccion hidrolizan el ADN de
doble hebra en sitios especificos dentro o adyacente a una secuencia
particular, conocida como sitio de reconocimiento. Estas enzimas
reconocen secuencias que tienen de 4 a 6 nucleotidos en longitud

generalmente palindromicas [44].

5. PCR alelo especifica: un polimorfismo se identificard por este método.

Tabla3. Iniciadores, fragmento ampliado, enzimas de restriccion y fragmentos esperados en la
determinacion de polimorfismos de interés.

Genes/ Iniciadores Técnica Fragmento  Enzima de Fragmentos
Polimorfismos ampliado restriccion esperados
TACRT F 5 CACTGGATTGGGAATACTCAT3 RFLP Alelo C 436 pb
rs3771863 R 5 TGGAAAGTTGAGGGGTTGAAC 3 436 pb BsrDI Alelo G 350 + 86

pb
NOSI F 5 CTCTGTGAGTAAGATGCAAAG 3' Alelo H *h
FM 5 AGACTTCATGTGTTGCCTGTT S penecificy Alelo G 426 pb
R 5 CAGTGTGGGTTTGTGTAGTTA 3 Alelo A 228 pb

-Captura y procesamiento de datos

Se realiz6 una base de datos en el programa Excel de Office 2010. El analisis
estadistico se realizO con ayuda del programa SPSS versién 21.0. Los

resultados se presentaron en cuadros y graficos.

i) Analisis de datos
Se realiz6 estadistica descriptiva de acuerdo del tipo de variables:
a. Las variables cualitativas se evaluaron con frecuencias y porcentajes
b. Para las variables cuantitativas se utilizaron medidas de tendencia
central y de dispersion, se analizaron de acuerdo a su curva de

distribucion:
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e Si presentaron distribucion simétrica se utilizé media y desviacion
estandar
e Si presentaron curva no simétrica de los datos se utilizd

medianas y rangos

IX.  ASPECTOS ETICOS
De acuerdo a la Ley General de Salud (1997), titulo segundo, capitulo |y
articulo 17, se considera como un estudio categoria Il como “investigacion con
riesgo minimo”; sin embargo, dado que se trata de una investigacion
relacionada al genoma humano se solicité a los padres o tutores, mediante una
carta de consentimiento informado, la autorizacion para la participacion de sus

hijos en el estudio.

Se encuentra dentro de las consideraciones éticas de acuerdo al Cédigo de

Nuremberg y la Declaracion de Helsinki modificada en 2012.

Aprobado por el Comité Local de Investigacion y Etica en Salud de la UMAE
Hospital de Pediatria CMNO con numero de registro R-2017-1302-150.

X. ORGANIZACION DE LA INVESTIGACION

a) Cronograma de actividades (Anexo 1).

b) Recursos
La Unidad Médica de Alta Especialidad, Hospital de Pediatria, Centro Médico
Nacional de Occidente, Instituto Mexicano del Seguro Social cuenta con el
personal humano y pacientes para realizar el presente estudio. Asi como el
apoyo de la Unidad de Investigacion del mismo hospital para el analisis

geneético.

Humanos: Asesor clinico con especialidad en Gastroenterologia y Nutricion
Pediatrica y actualmente es Doctorante en Ciencias Médicas, Personal de
laboratorio y para toma de las muestras; tesista residente de segundo afio de

Gastroenterologia y nutricion pediatrica.
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Fisicos: Lapices, boligrafo, hojas blancas, engrapadora, archivero,
separadores, Computadora, impresora, programas SPSS version 21.0, Office
2010: Word, Excel, Power Point.

Financieros: Los costos del estudio son cubiertos por la tesista y asesor.

c) Experiencia del grupo:
El asesor de tesis cursa el doctorado en Ciencias Médicas, cuenta con
maestria en nutricion humana y es gastroenterélogo pediatra adscrito al
Servicio de Gastroenterologia y Nutricion Pediatrica donde se desarrollara el
estudio. De igual manera la tesista es residente de segundo afio de

Gastroenterologia Pediatrica del mismo hospital.

XI. RESULTADOS
Se estudié a un total de 106 sujetos que cumplieron con criterios de inclusion
en el periodo especificado de diciembre de 2017 a enero de 2018. De las 106
muestras analizadas, solo en 69 fue posible obtener ADN genético en
adecuada concentracién y pureza para su posterior amplificacion génica por
PCR. Las muestras que no fueron adecuadas no contenian suficiente volumen,
concentracion de ADN, o previamente habian sido procesadas para

determinacion de citometria hematica.

De los 69 individuos incluidos en el estudio, 41 (60%) fueron del sexo
masculino y 28 (40%) del sexo femenino, con una media de edad de 10.8

afos, y una mediana de 1lafios con rango de 4 a 15.

No fue posible realizar la determinacién del polimorfismo rs3782221 del gen
Oxido Nitrico Sintetasa Neuronal 1, en este momento nos encontramos en

espera de recursos econdmicos para completar el analisis molecular.
El estudio genético reportd 5 sujetos homocigotos para el polimorfismo

rs3771863 del gen TACR1 (cambio de Citosina (C) por Timina (T) en el intrén
1 del gen TACRL1); 26 heterocigotos y 38 homocigotos para el alelo principal o
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“silvestre”. Con lo cual se puede calcular las frecuencias genotipicas y alélicas

como se demuestra a continuacion:

Tabla 1. Frecuencias genotipicas

Numero de Frecuencia
individuos genotipica
Homocigoto TIT 5 7%
polimérfico
Heterocigoto T/C 26 38 %
Homocigoto ciC 38 55 %
silvestre
Total 69 100%

Tabla 2. Frecuencias alélicas

Homocigotos  Heterocigotos Homocigotos Total Frecuencia

Polimérficos silvestres alélica
Timina (T) 5x2 (T)=10 | 26x 1(T)=26 36 (T) 26.1%
Citosina (C) 26x1(C)=26 | 38x2(C)=76 | 102 (C) 73.9%

Los sujetos portadores del alelo polimérfico (heterocigotos [C/T] y homocigotos

para el polimorfismo [T/T]) sumaron un total de 31, lo que representa el 45%

del total de participantes, mientras que los individuos no portadores de alelo

polimérfico, es decir los homocigotos para el alelo silvestre, constituyeron un

55% con 38 nifios [grafica 1].

Se determiné que 35 (50.7%) de los controles estudiados tenian uno o mas

familiares en rama directa (madre, padre o hermanos) afectado(s) con

estrefiimiento funcional [Grafica 2]. En 25 sujetos (36%) la mama padecia

estrefiimiento, en 17 (24.6%) uno 0 mas hermanos, y solo en 1 individuo (1.4%)

el padre era estrefiido [Grafica 3].
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Grafica 2. Familiares de primera

Grafica 1. Frecuencia de portadores . o
linea con estrefiimiento

del polimorfismo del gen TACR1

m Antecedente
familiar
(50.7%)

® Portadores
(45%)

m No
portadores
(55%)

H Sin
antecedente
familiar
(49.3%)

De los sujetos homocigotos para el polimorfismo, solo 1 de 5 (20%) tuvo algun
antecedente familiar de estrefiimiento. Del total de los heterocigotos, 15 de 26
(57.6%), contaban con algun familiar estrefiido (en 12 casos la mama, y en 6
algun hermano), y de los homocigotos para el alelo silvestre, 19 de 38 (50%)
tuvieron algun antecedente familiar de estrefiimiento (en 12 individuos la
mama, en 11 algan hermano, y en 1 caso el papa), como se ejemplifica en la
grafica4y 5.

Grafica 3. Tipo de familiar afectado con estreilimiento

Numero de pacientes con
familiares afectados

m Mama (36%)

1
B 10 mas hermanos
(24.6%)

m Papa (1.7%)

0 5 10 15 20 25 30
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Grafica 4. Antecedente familiar de estrefiimiento por genotipo

14
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polimorfico (n=5) (n=38)

La frecuencia de antecedentes familiares en los sujetos portadores del
polimorfismo (heterocigotos y homocigotos para el alelo polimérfico) fue del
51.6%, con 16 individuos de 31; similar a la de los individuos homocigotos para
el alelo silvestre fue del 50% con 19 sujetos con algun familiar afectado, del

total de 38 pertenecientes a este grupo [Grafica 6].

Grafica 5. Porcentaje de individuos con familiares estrefiidos por genotipo

B Sin antecedente

B Con antecedente

19 (50%)

15 (57%)
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polimorfico (n=5) (n=38)
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Grafica 6. Antecedente familiar de estrefiimiento por portadores del polimorfismo
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XIl.  DISCUSION
Aunque existe un numero limitado de estudios sobre estrefiimiento funcional y
agregacion familiar en poblacion pediatrica, se ha demostrado que el
estreflimiento funcional ocurre con mas frecuencia en familiares de pacientes

con estreflimiento que en los controles sanos [17].

En nuestra investigacion encontramos que la frecuencia de antecedentes
familiares de primera linea (mama, papa y hermanos) en nifios sin
estrefiimiento es del 50.7%, lo cual nos sugiere que el estrefiimiento funcional
es un problema de salud de gran prevalencia en nuestro medio. Ya que otras
investigaciones sobre agregacion familiar en estrefiimiento han encontrado
frecuencias en familiares de primer grado en sus grupos de controles sanos
gue oscilan entre 8 y 9%[14, 15], las cuales son representativamente menores

a los resultados de nuestro estudio

No obstante debe sefialarse que la identificacion de estrefiimiento en familiares
de primer grado en nuestra investigacion, se realiz6 por interrogatorio directo a
la persona entrevistada sin aplicar los criterios de Roma IV para los posibles
familiares afectados de estrefiimiento, lo cual puede sobreestimar la frecuencia

de este padecimiento en familiares de primer grado.
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Aunque se han publicado numerosos estudios que muestran que la etiologia
del estrefliimiento es extremadamente heterogénea y a pesar de haberse
identificado muchos mecanismos predisponentes, entre ellos la agregacion
familiar como uno de los mas importantes, el proceso fisiopatoldgico
subyacente a este fendmeno todavia no es claro. Se sabe que los factores
genéticos desempefian un papel, pero los estudios de asociacion y la
secuenciacion directa de genes, aun no han encontrado alteraciones
especificas (mutaciones o polimorfismos) para establecer una relacion

definitiva con el estrefiimiento cronico funcional en la edad pediatrica [17].

Hasta nuestro conocimiento, solo un estudio, publicado por Garcia B. y
colaboradores (2007), identificé 5 polimorfismos en los genes TACR1, TACRS3,
KIT y NOS1, los cuales estan potencialmente asociados con el estrefiimiento
de transito coldnico lento, aunque la importancia de estos resultados no resiste
la correccion para pruebas mudltiples, como ellos mismos lo afirman en su
propia investigacion [6], por lo que no se puede establecer una interaccion

significativa

Aun asi afirman que el polimorfismo rs3771863 en el intron 1 del gen TACR1,
mostré la mayor asociacién con estrefiimiento de transito colénico lento (P
0.0075). La frecuencia de este polimorfismo en pacientes y sus familias (madre
y padre) fue del 0.175 (17.5%), la cual resulta superior que la reportada en los
datos del HapMap (proyecto que pretende establecer catalogo de
polimorfismos en la especie humana a partir del estudio de diversas

poblaciones de origen africano, asiatico y europeo), la cual es del 0.142 (14%)

[6].

Nuestro estudio reveld una frecuencia alélica para el mismo polimorfismo del
26%. Considerando que nuestro grupo de estudio es en controles sin
estrefiimiento, llama la atencién que es muy superior a la de las familias con
estrefiimiento estudiadas en la investigacion de Garcia B. Sin embargo es
importante sefialar que ambas poblaciones son distintas en volumen y origen
étnico, ya que la investigacion de Garcia B, fue realizada en un grupo de

pacientes pediatricos de Australia y todos los sujetos estudiados eran de raza
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blanca. Por este motivo no se puede comparar adecuadamente estas
poblaciones ni establecer una asociacion entre estos datos con el estrefiimiento

funcional.

Por otro lado, de acuerdo a la base de datos del Reference SNP (refSNP), la
frecuencia del alelo menos comidn o MAF por sus siglas en inglés (Minor Allele
Frequency) para el polimorfismo rs3771863 del gen TACRL1, es del 36% para
la poblacion general segun el proyecto 1000 genomas (proyecto mundial que
pretende obtener una base de datos que permita establecer la variabilidad
genética humana) [34]. Este reporte registra una frecuencia alélica mayor para
la poblacién general del mismo polimorfismo que la encontrada en nuestro
estudio de sujetos controles sin estrefiimiento que es del 26%. A pesar que
este hallazgo pudiera estar en relacion con que la poblacion no estrefiida tiene
menos frecuencia de este polimorfismo, esta relacion no puede establecerse
ya que nuevamente las diferencias en el tamafio de la poblacién estudiada son

significativas y los grupos étnicos también son distintos.

En lo referente a las frecuencias genotipicas, cabe mencionar que el 7% de los
sujetos estudiados, fueron homocigotos para el polimorfismo en cuestion, lo
gue sugiere que, el estado homocigoto para el alelo polimorfico, no es un factor
determinante para la manifestacion de la enfermedad, asi como tampoco lo es
el estado heterocigoto ya que, como en diversos estudios se ha manifestado la

etiologia del estrefiimiento es extremadamente heterogénea.

De acuerdo a estos hallazgos no se puede establecer la relacién entre la
presencia del polimorfismo con el antecedente familiar de estrefiimiento ya que
el 51% de los portadores del alelo polimérfico contaba con algan familiar de
primera linea estrefiido, que resulta similar con el grupo homocigoto para el

alelo silvestre, en los cuales el 50% tuvo algun familiar estrefido.

Como era esperado, el grupo de sujetos homocigotos para el alelo silvestre,
representd la mayoria de nuestra poblacion estudiada (55%). Aun asi, esto
implica que el 45% restante de nuestra poblacion no estrefiida, es portadora del

alelo polimérfico, ya sea como homocigoto o heterocigoto, lo cual indica que la
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frecuencia del polimorfismo es alta, estando presente en casi la mitad de los
sujetos no estrefiidos. Estos hallazgos muestran que la frecuencia del
polimorfismo es alta tanto en nuestro grupo de controles sin estrefiimiento
como en la poblacion general (de acuerdo a los reportes de las bases de datos
internacionales); sin embargo con esta informaciéon no se puede establecer,
hasta el momento, una asociacion de este polimorfismo con el estrefiimiento

funcional.

No hay, hasta nuestro conocimiento y después de una busqueda exhaustiva en
PubMed, estudios en poblacion mexicana que determinen las frecuencias
alélicas y genotipicas del polimorfismo rs3771863 del gen TACR1, tanto en

poblacién general como en pacientes con o sin estrefiimiento.

Por estas razones se puede decir que para lograr una asociacién contundente
de este polimorfismo con el estrefiimiento es necesario obtener los resultados
de las frecuencias alélicas y genotipicas de poblacién pediatrica estrefiida y
poblacién general mexicana, y compararlas con los resultados de nuestro
estudio. Actualmente corre una investigacion en paralelo (nUmero de registro
R-2014-1302-54) con el grupo de casos estrefiidos de la misma poblacion

pediatrica del occidente de nuestro pais.

A la fecha no hay publicaciones que refuten o confirmen de manera definitiva la
presencia de algun polimorfismo en relaciébn con estrefliimiento funcional, no
obstante, conforme incremente el conocimiento de la funciéon de los genes y
sus defectos, nuestro entendimiento de la fisiopatologia del estrefiimiento

funcional en pediatria se perfeccionara [17].
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Xlll.  CONCLUSIONES

1. La frecuencia del polimorfismo del gen Receptor de Tacquicinina
1(rs3771863) es alta en nifilos no estrefiidos, por el porcentaje de
pacientes portadores en nuestro grupo de estudio. Aun asi la frecuencia
alélica es discretamente menor a la de la poblacion general segun lo

reportado en la bibliografia internacional.

2. El presente estudio sugiere que el genotipo homocigoto o heterocigoto
para el alelo polimérfico no es determinante para la presencia de

estrefiimiento funcional.

3. Se requiere la comparacion de nuestro grupo de controles con el grupo
de casos y un grupo de poblacién general mexicana para determinar la
asociacion del polimorfismo del gen  Receptor de Tacquicinina

1(rs3771863) con el estrefiimiento funcional.
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XI. ANEXOS

Anexol. Cronograma de actividades

(\[e}V} Ene Mar May Sep Nov Dic Feb
Dic Feb Abril  Ago Oct Dic Ene

Seleccion de Y% XXX
la
bibliografia

Elaboracion XXX XXX XXX
del protocolo

Autorizacion XXX
por comité
de
Investigacién
y Etica

Recoleccién XXX
de datos

Andlisis XXX
estadistico y
conclusiones

Presentacion XXX
del protocolo
al comité de

ética

Impresién de XXX
RS
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Anexo 2. Hoja de Recoleccion de Datos

Datos generales

Nombre del participante::

Numero de afiliacion:

Fecha de llenado:

Fecha de nacimiento:

Sexo: Femenino Masculino

Grupo: Casos

Teléfono celular

Teléfono particular

Datos clinicos:

Criterios de Roma IV para >4 afios Si No

2 de dos criterios con duracion de 8 semanas, haber alcanzado los htos

del desarrollo de 4 afios y que no cumpla con criterios para sindrome de

intestino irritable

- < 2 evacuaciones en el bafio por semana

-1 episodio de incontinencia fecal 1 vez por semana

- Postura retencionista o retencién voluntaria de heces

- Historia de evacuaciones dolorosas

- Presencia de masa fecal abundante o voluminosa en recto

- Historia de heces anchas que pueden obstruir el inodoro

2 2 criterios al menos una vez por semana por al menos 1

mes
Asociacion familiar:
Papa estrefiido Si( ) No( ) |Mamaestrefida Si( ) No(
Hermanos estrefidos Si( ) No( ) Hermanas estrefiidas Si( ) No( )
Numero: NUmero:
Resultados de polimorfismos (SNP):
SNP TACR1 rs3771863 SNP TACR3 rs4580655
Presente Ausente Presente Ausente
SNP TACR3 rs4580655 SNP KIT rs4563545
Presente Ausente Presente Ausente
SNP NOSI rs3782221
Presente Ausente
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Anexo 3. Carta de consentimiento informado

[

INSTITUTO MEXICANO DEL SEGURO SOCIAL

@ UNIDAD DE EDUCACION, INVESTIGACION
IMSS Y POLITICAS DE SALUD
COORDINACION DE INVESTIGACION EN SALUD

CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO
(NINOS Y PERSONAS CON DISCAPACIDAD)

CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA PARTICIPACION EN PROTOCOLOS DE INVESTIGACION

“Frecuencia de Polimorfismos de los genes Receptor de Tacquicinina 1(rs3771863) y

Nombre del estudio: A P . - Lo . L
Oxido Nitrico Sintetasa Neuronal 1 (rs3782221) en poblacién pediatrica sin estrefiimiento”

Patrocinador externo (si aplica): Ninguno

Lugar y fecha: Guadalajara, Jalisco, México; septiembre- octubre del 2017

Numero de registro: Aprobado por el Comité Local de Investigacion y Etica en Salud de la UMAE Hospital de
Pediatria CMNO con nimero de registro R-2017-1302-150

Se ha demostrado asociacion del estrefiimiento funcional con 5 alteraciones genéticas (a
las que llamaremos polimorfismos) aunque la evidencia cientifica es escasa. Esta
investigacion permitira el estudio de un grupo control que junto con un proyecto que corre
paralelamente (nimero de registro R-2014-1302-54) busca identificar la asociacion entre
polimorfismos genéticos y el estrefiimiento funcional en poblacion pediatrica. El objetivo
del presente estudio es buscar la existencia de alteraciones genéticas (polimorfismos), en
el material genético encargado de los movimientos gastricos e intestinales, en nifios sin
estrefiimiento funcional.

Justificacion y objetivo del estudio:

Procedimientos: Aplicacion de un cuestionario y toma de 5 ml de muestra sanguinea por puncién con
aguja y jeringa para analisis genético.

Posibles riesgos y molestias: Dolor, enrojecimiento, infeccién, hinchazén, coleccién de sangre en piel y sangrado en el
sitio de puncion.

Posibles beneficios que recibira al participar Identificacion de polimorfismos relacionados con el estrefiimiento

en el estudio:

Informacion sobre resultados y alternativas El investigador principal se ha comprometido a darme informacién oportuna como a

de tratamiento: responder cualquier pregunta y aclarar dudas que le planteé (siendo la persona

responsable del paciente) acerca de los procedimientos que se llevaran a cabo, los
riesgos, beneficios o cualquier otro asunto relacionado con la investigacion. Se brindaran
resultados via telefénica una vez obtenidos. No se requiere manejo terapéutico para su
realizacion

Participacion o retiro: Es voluntario el ingreso al estudio y se permitira el retiro del protocolo en cualquier
momento que el familiar lo solicite.

Privacidad y confidencialidad: Los resultados seran confidenciales guardando privacidad de los datos.

En caso de coleccién de material biologico (si aplica):
No autoriza que se tome la muestra.
Si autorizo que se tome la muestra solo para este estudio.

Si autorizo que se tome la muestra para este estudios y estudios futuros.

Disponibilidad de tratamiento médico en derechohabientes (si aplica): Dado que se trata de sujetos no estrefiidos, no requieren
tratamiento médico a pesar de poseer el polimorfismo
Beneficios al término del estudio: Identifiacion de polimorfismos relacionados con estrefiimiento

En caso de dudas o aclaraciones relacionadas con el estudio podra dirigirse a:
Investigador Responsable: Dra. Andrea Livier Barajas Castro (01 33) 3617 0060 ext. 31727

Colaboradores: Dr. Sergio Pacheco Sotelo

En caso de dudas o aclaraciones sobre sus derechos como participante podra dirigirse a: Comisién de Etica de Investigacion de la CNIC
del IMSS: Avenida Cuauhtémoc 330 4° piso Bloque “B” de la Unidad de Congresos, Colonia Doctores. México, D.F., CP 06720. Teléfono
(55) 56 27 69 00 extension 21230, Correo electrénico: comision.etica@imss.gob.mx
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Nombre y firma de ambos padres o Nombre y firma de quien obtiene el consentimiento
tutores o representante legal

Testigo 1 Testigo 2

Nombre, direccion, relacién y firma Nombre, direccion, relacién y firma

Este formato constituye una guia que debera completarse de acuerdo con las caracteristicas propias de cada protocolo de investigacion,
sin omitir informacién relevante del estudio.

Clave: 2810-009-013
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