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GLOSARIO
ADN (acido desoxirribonucleico).  Molécula que codifica los genes que forman
la estructura y funcidon de los organismos vivos y permiten la transmision de
informacion genética de una generacion a otra.
ADN genomico. Secuencia de ADN cromosémico de un gen o un segmento
génico, que incluye la secuencia de ADN de regiones codificadoras y no
codificadoras. También, ADN que se ha aislado directamente de células.
ADN polimerasa. Enzima que puede sintetizar una nueva cadena de ADN
utilizando como modelo una cadena de ADN previamente sintetizada.
Alelo. Una de las versiones alternativas de un gen que pueden ocupar un
determinado locus.
Aminoacidos. Compuestos organicos de una proteina para los que el ADN porta
el codigo genético.
ARN (&cido ribonucleico). Acido nucleico formado a partir de un modelo de
ADN, que contiene ribosa, en lugar de desoxirribosa.
ARNmM (ARN mensajero) . Es el modelo a partir del cual se sintetizan lo
polipéptidos.
ARNt (ARN de transferencia). En colaboraciéon con los ribosomas, coloca los
aminoacidos activados en su posicion a lo largo del modelo de ARN.
ARNr (ARN ribososomal) . Es un componente de los ribosomas, funciona como
un lugar no especifico de sintesis de polipéptidos.
Asociacion Genética. Presencia conjunta en una poblacibn de dos o mas
caracteristicas fenotipicas en forma mas frecuente de la que se esperaria por
azar, para establecer la relacion entre variables genéticas poblacionales y el
fenotipo determinado. No debe confundirse con ligamiento.
Asociacion Epidemiolégica. Es considerada como los indicadores que miden la
fuerza con la que una enfermedad o evento de salud (que se presume como
resultado), esta asociad o relacionad con un determinado factor (Que se presume
COMO Su causa).
Cadena antisentido de ADN. Cadena de ADN no codificadora que es
complementaria al ARNm y sirve de molde para la sintesis de ARN. También

denominada cadena transcrita.



ADNc. (ADN complementario o ADN de copia ). ADN sintético de cadena
sencilla transcrito a partir de un ARNm maduro de cadena simple especifico por
medio de la accidon de la enzima transcriptasa inversa.

Caodigo Genético. Tripletes de bases que especifican los 20 aminoéacidos
hallados en las proteinas.

Codédn. Triplete de bases en una molécula de ADN o ARN que especifica un solo
aminoacido.

Codon de terminacion.  Uno de los tres codones (UAG, UAA y UGA) que termina
la sintesis de un polipéptido. También denominado Codon de detencion.
Consentimiento Informado. Es un documento legal que se basa en la habilidad
de los investigadores para comunicarse honesta y completamente con sus
pacientes.

Cromosoma. Estructura en forma de hebra contenida en el nudcleo celular,
formada por cromatina y portadora de informacion genética.

Delecion. Pérdida de una secuencia de ADN en un cromosoma. EI ADN perdido
puede ser de cualquier longitud, desde una o varias bases hasta gran parte de un
cromosoma.

Desnaturalizacion. Conversion de ADN del estado de doble cadena al de una
sola cadena, generalmente mediante calentamiento para destruir los enlaces
quimicos que participan en el apareamiento de bases.

Desviacion Estandar. El valor absoluto de diferencia media de los valores
individuales con respecto a la media.

Deteccion. Método de seleccién de individuos para incluirlos en un estudio
geneético.

Dominancia. Capacidad de un rasgo para expresarse en forma heterocigota.
Endonucleasa de restriccion. Enzima derivada de bacterias, que puede
reconocer una secuencia especifica de ADN vy cortarla (habitualmente de doble
cadena) en el lugar de reconocimiento o en algun otro cercano.

Enfermedad. Es un estado de desequilibrio bio-psico-social de un individuo.
Epidemiologia Clinica. Es un método para hacer e interpretar observaciones
cientificas en medicina. Es la aplicacibn de los principios y métodos
epidemioldgicos a los problemas encontrados en la medicina clinica.

Etica. Ciencia que estudia la bondad o maldad de los actos humanos.



Exon. Region transcrita de un gen que esta presente en un ARN mensajero
maduro.

Exposicion. Significa que una persona ha entrado en contacto con un factor de
riesgo o que lo ha manifestado antes de desarrollar la enfermedad.

Expresividad. Intensidad con la que se expresa un rasgo.

Factores de Riesgo. Son aquellos que estdn asociados con un riesgo
aumentado de contraer una enfermedad.

Fenotipo. Caracteristicas bioquimicas, fisiologicas y morfolégicas de un
individuo, determinadas por su genotipo y el ambiente en el que se expresa.
Expresion de algun gen o genes determinados.

Gen. Unidad hereditaria. En términos moleculares, secuencia de ADN
cromosomico que se requiere para el origen de un producto funcional.

Gen estructural. Gen que codifica cualquier producto proteico o de ARN pero no
un factor regulatorio.

Genoma. Secuencia de ADN completa que contiene la informacion genética total
de un gameto, un individuo, una poblacion o una especie.

Genotipo. Constitucion genética (genoma). Los alelos presentes en un locus.
Heterocigoto (heterocig6tico).  Individuo o genotipo con dos alelos diferentes en
un locus determinado en un par de cromosomas homologos. Tipicamente, un
alelo es la forma normal y el otro es mutante, pero el término también se emplea
para referirse a la heterocigosis para diferentes alelos normales o para referirse a
diferentes alelos en cada hebra de una molécula de ADN.

Homocigoto (homocigoético).  Individuo o genotipo con alelos idénticos en un
determinado locus en un par de cromosomas homologos o en cada hebra de una
molécula de ADN.

Incidencia. Es la fraccion o proporcién de un grupo inicialmente libre de algun
padecimiento que lo desarrolla en un periodo de tiempo dado.

Intervalo. Diferencia entre el valor menor y el valor mayor de una distribucion.
Intron. Segmento de un gen que inicialmente se transcribe, pero que a
continuacion se retira de la transcripcion del ARN primario por medio del
ensamblaje de las secuencias situadas (exones) a cada lado de dicho ARN.
Isoforma. Diferentes formas de una proteina que puede ser producida a partir de

genes diferentes, o por el mismo gen por uniones alternativas.



Kilobase. Una unidad de 1,000 bases en una secuencia de ADN o ARN. En el
ADN de doble cadena, pares de kilobases.

Ley de Hardy-Weinberg. El principio de Hardy-Weinberg recibe el nombre del
matematico inglés G. H. Hardy y el fisico aleman Wilhelm Weinberg. Es un
postulado que se aplica a la genética de poblaciones, que nos indica que una
poblacién, se halla en equilibrio cuando no acttan factores externos como la
seleccion natural, migraciones y/o mutaciones. Este equilibrio se manifiesta
cuando se observa que las proporciones genotipicas y por lo tanto las fenotipicas
de una poblacién se mantienen constantes. Como consecuencia de esto, se
asume que la herencia mendeliana no induce cambios evolutivos por si misma.
Ley que relaciona la frecuencia génica con la genotipica; se utiliza en genética
clinica para determinar las frecuencias alélicas y de heterocigotos cuando se
conoce la incidencia de un trastorno.

Loci. Plural de Locus.

Locus. Posicidon de un gen en un cromosoma. Diferentes formas del gen (alelos)
pueden ocupar el locus.

Lugar de restriccion. Secuencia corta en el ADN que puede reconocer y cortar
una endonucleasa de restriccion especifica.

Media. Es la suma de todos los valores de las variables, dividida entre el nimero
total de elementos.

Mediana. El punto donde el nimero de observaciones superiores es igual al de
las inferiores.

Muestra. Es un subgrupo de una poblacion, que es seleccionada de entre ella.
Mutacion. Cualquier cambio hereditario en la secuencia de ADN gendmico.
Mutacion puntual. Cambio en un par de bases de un solo nucleétido en el ADN.
Nucleétido. Molécula compuesta de una base nitrogenada, un azucar de cinco
carbonos y un grupo fosfato. Un acido nucleico es un polimero de muchos
nucleotidos.

Oligonucledtidos. Molécula corta de ADN (habitualmente de 8 a 50 pares de
bases) sintetizada para utilizarse como sonda.

Poblacién. Es un grupo de personas en un ambiente dado.



Poligénica. Herencia determinada por muchos genes en diferentes loci, con
pequefios efectos aditivos. También denominada cuantitativa. No debe
confundirse con multifactorial en la que pueden participar factores ambientales y
geneticos.

Polimorfismo. Presencia conjunta en una poblacion de dos o mas genotipos
alternativos, cada uno con una frecuencia mayor que la que podria mantenerse
s6lo por mutacion recurrente. Un locus se considera polimorfico si el alelo raro
tiene una frecuencia mayor de 0.01, de manera que la frecuencia del heterocigoto
es al menos de 0.02,

Polimorfismo de longitud de fragmentos de restricci on (RFLP). Técnica
molecular que sirve para identificar la diferencia polimorfica en la secuencia de
ADN entre individuos que puede reconocerse con endonucleasas de restriccion.
Polipéptido. Cadena de aminoacidos unidos por enlaces peptidicos entre el
grupo amino de uno y el grupo carboxilo del contiguo. Una molécula de proteina
puede estar compuesta de una sola cadena polipeptidica o de dos o mas
polipéptidos idénticos o diferentes.

Prevalencia. Es la fraccion (proporcién) de un grupo que tiene una condicién
clinica en un momento dado del tiempo.

Promotor. Secuencias de ADN localizadas en el extremo 5 de un gen que
determinan el lugar de inicio de la trascripcion y algunas veces también la
distribucion en los tejidos del ARNm.

g. En citogenética, brazo largo de un cromosoma en genética poblacional,
frecuencia del menos comun de los alelos de un par.

Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR). Técnica en la que una secuencia
corta de ADN o ARN puede amplificarse >10° veces por medio de dos iniciadores
de oligonucleétidos préximos y ciclos repetidos de amplificacion con ADN-
polimerasa, a partir de una plantilla o molde de ADN.

Recesivo. Rasgo o gen que se expresa sélo en homocigotos o hemicigotos.
Salud. Es un estado de completo bienestar fisico, mental y social de cada
individuo.

Translocacion. Transferencia de un segmento de un cromosoma a otro. Si la
transferencia es entre dos cromosomas no homodlogos, la translocacion se

denomina reciproca.
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RESUMEN
Identificacion de Marcadores Genéticos Asociados a un Desenlace
Desfavorable en Pacientes con Peritonitis Secundari  a no Apendicular cony
sin Trastornos de la Nutricion.
OBJETIVO: Determinar si los polimorfismos G-2548A del gen LEP, A223G del gen
LEPR y C34G del gen PPARy, son factores genéticos de riesgo para un desenlace

desfavorable en peritonitis secundaria.

MATERIAL Y METODOS: Cohorte prospectiva. Se incluyeron 75 pacientes del servicio
de cirugia general del Hospital general de Durango, SSA. Con diagnéstico de peritonitis
secundaria no apendicular, confirmada quirdrgicamente. Se excluyeron pacientes con
peritonitis apendicular, pacientes con peritonitis pancreatica, 0 con tratamiento
inmunosupresor 0 con ingesta cronica de corticoesteriodes. Se realiz6 extracciéon de ADN
a partir de sangre total, mediante el método DTAB/CTAB, reaccion en cadena de la
polimerasa punto final y mutacion especifica, asi como polimorfismos de longitud de

fragmentos de restriccion.

RESULTADOS. Se captaron 75 pacientes (42 & Ds+19.5 y 339 Ds#20.25), la edad
promedio del grupo de hombres sobrevivientes fue de 43 y para las mujeres de 55 afios
respectivamente. Un IMC (24.209 y 23.63). De los 75 pacientes, 22 fallecieron, y 53

sobrevivieron.

Realizando el andlisis de riesgos mediante el modelo de razén de momios, se observa
gue el alelo mutado A del polimorfismo G-2548A del gen LEP representa 4.64 veces mas

riesgo de no sobrevida con respecto a los individuos que presentan el alelo silvestre (G).

Con respecto al polimorfismo A223G del gen LEPR, la presencia del alelo mutado (G),
sugiere la posibilidad de un factor protector 3.5 veces, sin embargo el intervalo de
confianza no es definitorio. El polimorfismo C34G del gen PPARy no representa un factor

de riesgo para desenlace desfavorable

Palabras clave : Leptina, receptor de leptina, LEP G-2548A, LEPR A223G.
PPARy



ABSTRACT

Identification of Genetic Markers Associated to an Unfavorable Outcome in
Patients with non Apendicular Secondary Peritonitis with and without
Dysfunctions of Nutrition.

OBJECTIVE: To determine if the Polymorphism G-2548A of the LEP gene, A223G
of the LEPR gene and C34G of the PPARYy gene, are genetic factors of risk for an
unfavorable outcome in secondary peritonitis.

MATERIAL AND METHODS: Prospective cohort. 75 patients of the service of
general surgery of the General Hospital of Durango, SSA were included, with
diagnose of peritonitis secondary non apendicular, confirmed surgically. Were
excluded patient with peritonitis apendicular, pancreatic peritonitis,
immonosuppressive treatment or chronic corticosteroids intake. Was done
extraction of DNA starting from total blood, PCR final point, and mutation specifies,
as well as RFLP.

RESULTS. 75 patients were includ (423 and 33%), the age average of men
survivors was of 43 and 55 year-old of women surviors. A Body Mass Index (BMI)
average a total patients (24.209 and 23.67). Of the 75 patients, 22 died, and 53
survived.

Analysis of risks. The mutated allele (A) to polymorphism of the LEP gene

represents 4.64 times more non survival risk individuals with wild allele (G).

With regard to the polymorphism A223G of the gene LEPR, the presence of the
allele muted (G), suggests the possibility of a factor protective 3.5 times, however
the interval of trust is not definitive. The polymorphism C34G of the gene PPARy
doesn't represent a factor of risk for unfavorable outcome

Key words: Leptin, leptin receptor, LEP G-2548A, LEPR A223G. PPARYy
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l. INTRODUCCION
La relevancia clinica de la peritonitis secundaria ha motivado, desde hace
muchos afos, la identificacién de factores de riesgo con significado prondstico
de mortalidad postoperatoria. Los primeros indices de la gravedad de la
enfermedad fueron elaborados a partir de los afios sesenta con el proposito de
cuantificar y predecir el riesgo general de morbilidad y mortalidad segun
parametros fisioldgicos y analiticos (Fraccalvieri, 2009).

La clasificacion de la American Society of Anesthesiologist (ASA), se ha
utilizado ampliamente desde 1963, a pesar de ser una clasificacion pobremente
definida y subjetiva.

El indice de Riesgo Cardiaco (IRC) disefiado por Goldman, evalta la
probabilidad de complicaciones cardiol6gicas en pacientes sometidos a cirugia
no cardiaca. El indice Nutricional Pronéstico (INP) fue elaborado para predecir
el riesgo de complicaciones postoperatorias segun el estado nutricional

preoperatorio.

En 1985 se describi6 el Modelo de Prediccion de Mortalidad (MPM), que
considera, como factores de riesgo de mortalidad postoperatoria, la edad, la
frecuencia cardiaca, la presion arterial sistélica, el ingreso de tipo quirdrgico y
urgente, si ha habido reanimacién anterior al ingreso, la malignidad del
proceso, la insuficiencia renal crénica, la historia de ingreso previo en unidad
de cuidados intensivos, las infecciones y el estado de coma. Posteriormente,

este indice fue modificado a MPM Il para pacientes con sepsis.

El APACHE Il (Acute Physiologic And Chronic Health Evaluation 1) es
probablemente, el indice de gravedad con significado prondstico mas conocido
y empleado en la préactica clinica. Fue disefiado especialmente para pacientes
con enfermedad severa ingresados en unidades de cuidados intensivos; utiliza
12 variables. EI APACHE Il es un sistema de puntuacion muy valido y se ha
demostrado su utilidad en enfermos con sepsis de origen intraabdominal aptos
para cirugia, con un alto grado de correlacion entre puntuacién y mortalidad.

Sin embargo, no es un indice especifico para pacientes quirargicos.
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El APACHE lll fue elaborado con la intencion de mejorar la prediccion de riesgo
de mortalidad del APACHE II.

El indice POSSUM (Physiological and Operative Score for the enUmeartion of
Morbility) fue descrito por Copeland et al en 1991 y en él se identifican 12
paradmetros fisiol6gicos y 6 operatorios como factores de riesgo de mortalidad y
morbilidad.

Un sistema de puntuacién ideal debe poder aplicarse con el mismo rigor tanto
en departamentos de medicina intensiva como en las unidades de urgencias o
de hospitalizacion convencional de hospitales de diferente nivel asistencial,
debe ser practico y facil de usar, reproducible, y su calculo agil y rapido. Las
variables a considerar deben ser datos o factores objetivos y especificos para

gue posteriormente se puedan comparar resultados.

El indice de Peritonitis de Mannheim (IPM) ha sido el primer sistema de
puntuacion de gravedad disefiado con el fin de evaluar y proporcionar el
pronéstico de mortalidad postoperatoria individual de pacientes con peritonitis
y que pueden recibir tratamiento quirdrgico. Descrito en 1987 por Wacha et al,
fue elaborado mediante el analisis de 20 posibles factores de riesgo
prequirdrgicos e intraoperatorios, de los cuales solamente 8 resultaron tener

relevancia significativa.

La severidad de la sepsis intraabdominal esta en relacion con variables como la
edad, el sexo, el fallo organico, la presencia de lesién neoplasica, la duraciéon
de la peritonitis, el origen extra-célico de la perforacion, la extension de la

peritonitis y las caracteristicas del liquido peritoneal.

La ventaja del IPM se deben a que es un sistema de facil aplicacion al ofrecer
una estimacion del riesgo individual de mortalidad: cada variable puede
calcularse en condiciones clinicas habituales, rapidamente, sin ayuda técnica y

se registra Unicamente al momento de la intervencion.
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En el afio 2000 se describe un nuevo sistema de puntuacion para la peritonitis:
Peritonitis Severity Score (PSS), elaborado de forma especifica para la
perforacion del colon izquierdo y basado en parametros objetivos

fisiopatoldgicos y quirargicos (Fraccalvieri, 2009).

La peritonitis generalizada es una condicion con una alta letalidad y continda
siendo uno de los mayores problemas que enfrenta el médico cirujano y los
pacientes. En el siglo pasado la peritonitis tratada medicamente alcanzé una
mortalidad del 90%. En 1926, Krishner mostro que la mortalidad de la peritonitis
podria ser reducida con la implementacién de criterios quirargicos estrictos, y la
tasa de mortalidad cayé por debajo del 50%, desde entonces a pesar de los
avances quirargicos, agentes antimicrobianos y cuidados de apoyo, la
mortalidad de la peritonitis continda alta, y actualmente se reporta entre el 13 y
43% (Ajaz, 2010).
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[l. ANTECEDENTES

La peritonitis se define como el proceso inflamatorio general o localizado de la
membrana peritoneal secundario a; una irritacion quimica, invasion bacteriana,

necrosis local, procesos tumorales, entre otros (Huaman, 1999).

La peritonitis generalizada es una condicion letal y hasta hoy continda
representando uno de los mayores problemas que enfrenta el médico cirujano y

los pacientes.

En el siglo pasado la peritonitis tratada medicamente alcanz6 una mortalidad
del 90% actualmente, en el siglo XXI a pesar de los avances quirdrgicos,
agentes antimicrobianos y cuidados de apoyo, la mortalidad de la peritonitis
continua siendo alta, y actualmente se reporta entre el 13 y 43% (Ajaz, 2010;
Bracho, 2002).

2.1 Peritoneo: Anatomia, Localizacién y Funcion.

El peritoneo es en esencia, una membrana dializadora que regula el equilibrio
hidroelectrolitico entre el medio interno y el liquido intraperitoneal. Este recubre
las visceras y se localiza en la cavidad abdominal, la cual se delimita
superiormente por las cupulas diafragmaticas, inferiormente por el suelo
pélvico, lateralmente por las paredes abdominales laterales, al frente y atras

por las paredes abdominal anterior y posterior (Celmo, 1999; Latarjet, 2008).

El peritoneo se divide en dos, en el peritoneo parietal que recubre las paredes
abdominales y el peritoneo visceral que se adosa intimamente a las visceras,
creando entre ellas un espacio virtual que constituye la cavidad peritoneal, la
cual normalmente contiene una pequefia cantidad de liquido (100cc), éste
liqguido contiene entre 2000 y 2500 células por milimetro cubico y su funcion es
permitir el desplazamiento de las visceras con la respiracion, los cambios de

posicion, y los movimientos peristalticos (Celmo,1999; Latarjet, 2008).
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El peritoneo microscopicamente esta formado por dos capas, una superficial de
mesotelio (capa simple de células escamosas), y otra profunda de tejido
conectivo laxo que contiene fibras elasticas, colagena, grasa, y una rica red de

capilares y linfaticos (Celmo, 1999; Huaman, 1999).

El peritoneo parietal es muy sensible y su inervacién esta dada por los ultimos
6 nervios aferentes intercostales los cuales son utiles para hacer el diagndstico
de abdomen agudo (Guyton, 2006; Huaman, 1999).

El peritoneo visceral es relativamente insensible, solo registra estimulos muy
prolongados o intensos como la tension intraabdominal, aumento de la presién
de tejidos, y se refiere como un dolor vago y sordo el cual es condicionado por

la inervacion esplénica (Guyton, 2006; Huaman, 1999).

2.2 Estado Nutricional

En la actualidad los trastornos de la nutricibn, son un problema de salud
mundial. La obesidad propicia un estado de inflamacién cronica, manifestado
por un aumento de los niveles séricos de las citocinas pro inflamatorias, asi
como alteraciones en la funcion de los linfocitos de sangre periférica, influye
directa o indirectamente con la respuesta inflamatoria al estado de enfermedad
(O’rourke, 2009; Ye, 2010).

La inflamacion relacionada con la obesidad, se considera como una alteracion
de la inmunidad innata ya que los monocitos, macréfagos y neutrofilos son los

efectores de esta respuesta (O’ rouke, 2009).

La consecuencia de estas alteraciones es un estado de inflamacion cronica de
bajo grado y metabdlicamente activado, el cual se ha denominado
“metainflamacion” (Dixit, 2008; Ye, 2010), ésta metainflamacion es producida
por hipoxia en el tejido adiposo, lo que genera la respuesta inflamatoria inicial.
Ademas de generar estrés oxidativo en el reticulo endoplasmico rugoso y
disfuncion mitocondrial, proceso que activan también la respuesta inflamatoria
(O’rouke, 2009; Dixit, 2008; Ye, 2010).
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La restriccion caldrica (RC), provoca una expansion controlada o reducida del
tejido adiposo, lo que provoca una disminucion de citocinas pro-inflamatorias,

dado que no hay hipoxia, ni estrés oxidativo (Ye, 2010).

Los efectos pleiotrépicos de la RC se observan también en el sistema inmune y
se ha sugerido mejora muchos parametros de la respuesta inmune, tales como
la respuesta de la células T, actividad de las células NK, la capacidad de las
células mono nucleares y la produccion de citocinas pro inflamatorias. También
se ha descrito que la RC aumenta los factores orexigénicos, como Neuro

Péptido Y, la grelina y reduce las hormonas anorexigénicas como la leptina.

La grelina es un péptido acetilado de 28 Aa, secretado principalmente por el
estomago es un potente inhibidor de las citocinas pro inflamatorias liberadas de
las células T, monocitos y células endoteliales, a través de la via de unién con
el receptor de la hormona de crecimiento. La RC también inhibe la secrecion de
leptina la cual aumenta la secrecion de citocinas actuando directamente en
isoforma larga de su receptor localizado en las células inmunes pro
inflamatorias (Dixit, 2008; Ye, 2010).

La leptina y el PPARy son dos proteinas que regulan la respuesta inflamatoria
asi como la funcién y diferenciacion de los linfocitos T y B. La sintesis de
leptina se incrementa en respuesta a una infeccion aguda, la sepsis, vy
secrecion de mediadores inflamatorios como IL-1, FNTa (Factor Necrosis
Tumoral a), y regula la ingesta de comida y el gasto de energia, todo esto
evidencia un papel preponderante en el estado nutricional del paciente (Otero,
2005; Fruhbeck, 2006).

2.3 Epidemiologia

En un estudio suramericano, del Instituto de investigacion en ciencias de la
salud de la ciudad de Asuncion, Paraguay en 1989, reporté que el 2,8% de las
intervenciones quirargicas abdominales, evolucionaban a peritonitis (Bracho,
2002). En el periodo comprendido de 1994-1999, el Hospital General de
México, el 14.76% de los paciente con cirugia abdominal presentaron peritonitis
(Bracho, 2002).
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En Durango en el afio 1999, del total de los procedimientos quirdrgicos
efectuados en el Hospital General de Durango, 7% se diagnosticaron con
peritonitis, la peritonitis se diagnostico en el 21% de los casos de cirugia
abdominal (Bracho, 2002).

2.3.1 Peritonitis Secundaria

Las enfermedades peritoneales se pueden agrupar en tres grandes apartados:
a) peritonitis, b) tumores peritoneales, c) otras afecciones peritoneales poco
frecuentes.

La peritonitis se clasifica en primaria, secundaria y terciaria. Siendo la
peritonitis bacteriana secundaria al que se produce como consecuencia de la
contaminacion de la cavidad peritoneal por gérmenes procedentes del tracto
gastrointestinal, el arbol biliar, el pancreas o el aparato genitourinario, debido
al paso de bacterias a través de los tejidos inflamados o por la perforacion
espontanea o traumatica de estas visceras, 0 a la contaminacion externa por

heridas o traumatismos penetrantes (Gomollon, 2004).

La peritonitis consecutiva a la perforacion del tracto digestivo es, en la mayoria
de los casos, una infeccion polimicrobiana constituida por gérmenes aerobios
Gram negativos, (Escherichia coli y otros) y anaerobios (Bacteriodes fragilis y

otros) como la E. coli, destaca por su capacidad de producir bacteriemias.

Las peritonitis intrahospitalarias generalmente siguen a una intervencion
quirargica y frecuentemente se contaminan por Pseudomonas spp.
Enterococcus spp. Staphylococcus. Especialmente resistentes a medicamentos
(Gomollon, 2004).

La peritonitis secundaria tiene una elevada morbimortalidad, los factores que
influyen en la supervivencia son la demora en el diagnostico y el tratamiento, el
lugar de la perforacién, la infeccion postoperatoria, el estado nutricional del

paciente, la afeccion multiorganica y la edad (Gomollon, 2004).
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2.3.2 Diagnaostico.
El dolor intenso y de presentacion brusca es el sintoma mas frecuente e
importante. El dolor empeora con los movimientos y con la respiracion por lo
que es habitual encontrar al paciente inmovil, con respiracion rapida y

superficial y con las rodillas flexionadas (Gomollon, 2004).

Generalmente hay fiebre de 38 a 40T, taquicardia e hipotension. En la
peritonitis generalizada, el shock suele estar presente. Los ruidos intestinales
estan disminuidos o ausentes, existe sensibilidad abdominal, contractura

muscular involuntaria y dolor a la descompresion brusca del abdomen.

Los resultados de laboratorio muestran leucocitosis con neutrofilia y formas
jovenes, hemoconcentracion y acidosis metabdlica. En la radiografia simple de
abdomen suele existir dilatacion de las asas intestinales. En el caso de
perforacion se encuentra neumoperitoneo en el 60-75% de los enfermos. La
Tomografia computada es mas sensible y, por tanto, tiene un valor predictivo
mayor, ademas de revelar a menudo la etiologia del proceso o la presencia de

liquido libre peritoneal (Gomollon, 2004).

2.3.3 Tratamiento.
El tratamiento de la peritonitis bacteriana secundaria es la intervencion
quirdrgica que tiene como objetivos béasicos el control de la causa de la
infeccion y el drenaje de la cavidad abdominal. El diagnéstico precoz de la
peritonitis es trascendental para iniciar cuanto antes el tratamiento
preoperatorio y aumentar la supervivencia de estos pacientes (Gomollon,
2004).

2.3.4 Mortandad
La peritonitis secundaria tiene una elevada morbimortalidad. Los factores que
influyen en la supervivencia son la demora en el diagnostico y el tratamiento, el
lugar de la perforacién, la infeccion postoperatoria, el estado nutricional del

paciente, la afeccion multiorganica y la edad.
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La mortalidad por perforacion libre del colon se sitia entre el 20 y 40%,
mientras que la debida a una perforacion ulcerosa es inferior al 10% (Gomollon,
2004). Actualmente se reporta entre el 13y 43% (Ajaz, 2010).

Las tasas de mortalidad varian entre el 5 y el 35% segun las series publicadas
y en funcion de la etiologia y el tipo de procedimiento quirargico aplicado
(Fraccalvieri, 2009).

2.4 Estado Nutricional y Peritonitis Secundaria.

Mas de mil millones de personas a nivel mundial tienen sobrepeso, de estos
300 millones cumplen con todos los criterios de obesidad. La obesidad esta
acompafiada por una plétora de otras enfermedades relevantes como,
enfermedades cardiovasculares, cerebro vasculares, enfermedades hepaticas,
diabetes tipo 2, y dislipidemias. La obesidad conlleva a un aumento de
citocinas inflamatorias y adipocitocinas, y cambios en las moléculas
relacionadas como la leptina y adiponectina, las cuales pueden contribuir a

multiples alteraciones en individuos predispuestos.

La inflamacion, evaluada por concentraciones séricas altas de citocinas
inflamatorias, y otros marcadores inflamatorios, pueden ser una consecuencia

de la obesidad y sus comorbilidades (Oreste, 2010).

2.5 Leptina.

La leptina se descubrié al final de 1994, su nombre deriva de la palabra griega
“Leptos” que significa delgado, es codificada por el gen OB o LEP localizado
en el cromosoma 7 del humano, en el brazo largo en la posicion 31.3 y consta
de 3 exones separados por dos intrones. La leptina es una proteina de 167Aa 'y
es una proteina no glicosilada de 16 kDa, que estructuralmente pertenece a la
superfamilia de las citocinas 1 y se caracteriza por una cadena helicoidal de 4
estructuras parecida a la hormona de crecimiento, prolactina, IL-3 (Interleucina-
3) (Parachi, 2005 ).
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La expresion del gen de la leptina es regulado por varios factores,
principalmente por la ingesta de comida y hormonas. La sintesis de leptina se
incrementa en respuesta a una infeccion aguda, sepsis, y secrecion de
mediadores inflamatorios como IL-1, FNTaq, (Factor Necrosis Tumoral a).

La expresion de esta hormona es inhibida por la testosterona y promovida por

los esteroides ovaricos.

La leptina tiene influencia en un amplio espectro de funciones bioldgicas, tales
como el metabolismo de glucosa y lipidos, la sintesis de gluco-corticoides,
insulina, proliferacién de linfocitos T-CD4, secrecién de citocinas, fagocitosis y
transmision sinaptica. Ademas de regular el eje, hipotalamo-hipéfisis-adrenales,
maduracion del sistema reproductivo, hematopoyesis, angiogenesis Yy
desarrollo fetal (Otero, 2005; Friihbeck, 2006).

La leptina es producida y secretada al torrente circulatorio principalmente por el
tejido adiposo, siguiendo un ritmo circadiano, parecido al de la insulina y el
cortisol (Parachi, 2005). Pero no es la uUnica fuente. La placenta, mucosa
gastrica, el epitelio mamario, musculo esquelético, hipotalamo, hipofisis,
medula 6sea y hueso son capaces de producir pequefias cantidades de leptina,
bajo condiciones especiales. La leptina es degradada en los tubulos renales
(Friihbeck, 2006)

2.6 Receptor de Leptina.

La funcion de la leptina es mediada a travées del receptor de la leptina, y ambos
la leptina y su receptor estan involucrados en el control homeostéatico del
apetito, peso, metabolismo y funciones reproductivas (Ragin, 2009).

El receptor humano de la leptina es miembro de la familia de los receptores de
las citocinas clase 1, y fue identificado en el cerebro. EIl gen que lo codifica se
encuentra en el cromosoma 1p31 y hay seis isoformas del receptor de leptina.
La larga es la mas abundante en el hipotalamo, la cual es responsable de la
sefalizacion de la leptina. La isoforma corta predomina en el tejido periférico y

la isoforma soluble en sangre (Varkonyi, 2010).

10
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La isoforma larga del receptor de la leptina se asemeja a la glicoproteina 130,
gue es un receptor de la familia de las citocinas, tiene 302 residuos de
aminoacidos a nivel citoplasmico, y dominios para la activacion de sefales de
transduccion, se expresa en el higado fetal humano, epitelio yeyunal, células -
pancredticas, células foliculares ovéricas, células endoteliales vasculares,

CD34, precursores hematopoyéticos en la medula ésea, y linfocitos T.

Solo la isoforma larga del receptor de la leptina contiene los motivos
intracelulares requeridos para la activacion de la via de traduccion de sefial
JAK/STAT. Tipicamente la cascada de la sefial de traduccion JAK/STAT, es
activada por interferon, interleucinas u otras citocinas cuyos receptores carecen
de actividad cinasa intrinseca. El receptor de la leptina actia como un dimero
preformado, es una proteina integral de membrana con un dominio de unién
hormonal extracelular y un dominio de sefializacion intracelular. El receptor de
la leptina no posee ninguna actividad enzimatica intrinseca. Pero libera una
tirosina cinasa (JAK2) para la sefial. Cuando la leptina se une a su receptor,
activa parcialmente a la JAK2, la cual después se autofosforila, incrementando
de esta manera la actividad de la JAK2 cinasa (Meyers, 2010).

El receptor de leptina opera como una dimero preformado esto es: una proteina
integral de membrana con un dominio de uniébn hormonal extracelular y un
dominio de sefial intracelular. Los receptores de leptina no contienen ninguna
actividad enzimatica intrinseca, pero posee un motivo o caja rico en residuos
de prolina que se requieren para la interaccion y activacion de la JAK. Cuando
la leptina se une a el receptor este parcialmente activa a la JAK2, la cual
posteriormente se autofosforila y de esta manera aumenta la actividad de la
JAK2. La activacion completa de la JAK2 ocurre cuando esta fosforila los tres
residuos de tirosina a nivel intracitoplasmatico, del receptor de leptina. Cada
uno de estos residuos se une a diferentes proteinas para transmitir la sefal. El
residuo Tyrl138 se une a un factor de trascripcion latente STAT3 el cual es
fosforilado por la JAK2. EI STAT3 fosforilado es translocado a el nacleo donde

controla la expresion génica (Meyers, 2010).

11
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El residuo Tyrl077 recluta un factor de transcripcion, STAT5, el cual es
fosforilado y translocado al nucleo, para regular la expresion de otros genes
(Frihbeck, 2006; Otero, 2005; Meyers, 2010).

En el receptor de leptina, otro residuo importante es el Tyr985, el cual tiene
sitios de unién para dos proteinas. La primera de ellas es la SHP 2, la cual es
fosforilada  por la tirosincinasa y es requerida para la activacion de
Ras/Raf/[ERK (cinasa reguladora de sefal extracelular). Los ERK son miembros
de la familia MAPK (Proteina mitogena activada por cinasa), que son
componentes de la cascada de sefializacion de Ras/Raf/MAPK; esta via es
activada por la porcién intracelular del receptor largo de la leptina. El segundo,
sitio de unidn es para la proteina STATS3, lo que incrementa la produccion de
proteinas llamadas, SOCS3 y POMC,; la unién de SOCS3 y Tyr985 inhibe a la
JAK2, y esta union “apaga” la sefial del receptor de la leptina en un proceso
llamado inhibicion por retroalimentacion (Otero, 2005; Frihbeck, 2006; Meyers,
2010).

El receptor de leptina tiene esencialmente 4 puntos principales, los cuales
trasmiten la sefal corriente abajo: 1) sefal JAK2, 2)Tyr985 y SHP2/SOCSS3,
3)Tyrl077 y STAT5, y 4)Tyrl138 y STATS3. Estas cuatro sefiales combinadas,
median toda la accion de la leptina en el balance energético, homeostasis de la

glucosa y funcion endocrina (Meyers, 2010).

La forma corta del receptor de la leptina pose el dominio intra y extracelular se
expresa en los plexos coroideos, rifion, higado, endotelio vascular, gonadas y
pulmon; Contienen 34 residuos de aminoacidos de dominio intracitoplasmético
(Friihbeck, 2006; Parachi, 2005; Otero, 2005).

La isoforma soluble, se encuentra unidad a la leptina en sangre, y solo posee el
dominio extracelular del receptor (Frihbeck, 2006; Parachi, 2005; Otero, 2005).

12



Alejo Macias Salas CIIDIR-IPN Durango Maestria en CienciasBiomedicina

2.7 PPARY.

Los activadores de la proliferacion de los receptores de proxisomas (PPAR),
son un factor trascripcional multifuncional, que regula la adipogenesis,
inmunidad, inflamacién, desarrollo del sistema nervioso, y de linfocitos B y T.
Son miembros de la familia de los factores de transcripcion cuya subfamilia
forma parte de los receptores hormonales esteroideos nucleares y controlan
varios genes relacionados con la diferenciacion celular (Garcia, 2008).

Los PPAR forman heterodimeros con los receptores de retinoides X, (RXRS)
los que regulan la transcripcion de varios genes implicados en el metabolismo

lipidico, sintesis de insulina, carcinogénesis e inflamacion.

Hay tres subtipos conocidos de PPARs: PPARa, PPARS y PPARY; este ultimo
esta involucrado en la diferenciacion adipocitica (Meirhaeghe, 1998; Swarbick
2001).

El gen PPARy se localiza en el cromosoma 3q25; est4 formado por 9 exones,
posee una longitud total de mas de 100 kb se han descrito varias isoformas, el
PPARy1 codificado por 8 exones, se expresa en corazon, higado, musculo
esquelético y tejido adiposo, puede modificar la susceptibilidad a Diabetes tipo
2 y a obesidad (Garcia, 2008; Parachi, 2005).

El PPAR)2 estd codificado por 7 exones, donde se han descrito los
polimorfismos C161T que corresponde a una mutacion sinonima y C34G, se
expresa mas abundantemente en el tejido adiposo. El PPAR)3 se expresa en

tejido adiposo, macréfagos y epitelio colénico.

El polimorfismo mas comun con una frecuencia aproximada de 0.12% en
caucasicos, se presenta en el PPAR)2, especificamente en el exén B. En la
posicion 34, que consiste en una substitucion de C por G, lo que condiciona un

cambio de aminoéacido, de una prolina a una alanina en el codéon 12,
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(Prol2Ala). Funcionalmente, esta variante presenta una afinidad disminuida

para la activacién de los genes blanco (Swarbick, 2001; Parachi, 2005).

2.8 Leptina, Receptor de Leptina, y PPARy y su Asociacion a

Enfermedades.

Los PPAR, son un factor trascripcional multifuncional, que regula la
adipogenesis, inmunidad, inflamacion, desarrollo del sistema nervioso, y de
linfocitos By T (Parachi, 2005; Garcia, 2008).

La leptina es una hormona semejante a la citocinas, con acciones pleiotropicas
gue ejerce su funcion tras la unién con sus receptores sobre todo la isoforma

larga que activa la via JAK-STAT.

Las acciones conocidas de la leptina en la respuesta inmune incluyen, la
modulacién de monocitos, macréfagos, neutrofilos, basdfilos, eosindfilos,
linfocitos citoliticos naturales, y células dendriticas. Ademas de inducir la

activacion de las células T principalmente las cooperadoras (Parachi, 2005).

2.9 Polimorfismo LEP G-2548A

Se define como polimorfismo LEP G-2548A, a la presencia del alelo A y
ausencia del alelo G, en la secuencia -2560. Este polimorfismo, localizado en la
region promotora del gen LEP influye en la expresion de leptina y por lo tanto

en los niveles de secrecion de la hormona en tejido adiposo (Sida, 2010).

Se observdé en mujeres brasilefias, que el polimorfismo G-2548A es un
importante predictor del incremento de la leptina en plasma, asi como también
del incremento del indice de masa corporal, relacionandose con un riesgo

elevado para el desarrollo de obesidad (Hinuy, 2010)

14



Alejo Macias Salas CIIDIR-IPN Durango Maestria en CienciasBiomedicina

2.10 Polimorfismo LEPR A223G

El polimorfismo A223G, definido por la presencia del alelo G o ausencia del
alelo A, se localiza en el exén 6 en la posicion 668, secundario a un cambio en
el codon 223 de glutamina por arginina. Debido a su ubicacion dentro de la
region de dominio extracelular el polimorfismo, se asocia con niveles de
actividad elevados en dicha unién (Sida, 2010). En la poblacion brasilefia el
polimorfismo A223G se ha relacionado con un incremento en el indice de masa
corporal (Gallicchio, 2009).

2.11 Polimorfismo PPARy C34G.

La importancia del gen en el control de la sensibilidad a la insulina en humanos,
se ha comprobado por los hallazgos de varias familias diabéticas con
resistencia a la insulina, en las cuales hay pérdida de la funcion, sin embargo
cuando hay ganancia de la funcidon se asocia con obesidad en hombres
(Bendolava, 2008).

El polimorfismo C34G en el PPARy se ha asociado con diabetes tipo 2, con
cambios en los niveles plasmaticos de insulina, y con la sensibilidad a la
insulina, asi que se acepta como una variante para desarrollar diabetes tipo 2.
Ademas de encontrase con una baja capacidad de transactivacion (Bendolava,
2008).
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Ill. JUSTIFICACION

La peritonitis es una condicion de urgencia Yy continda siendo uno de los
mayores problemas que enfrenta el médico cirujano y el paciente. En el siglo
pasado la peritonitis tratada medicamente alcanzo una mortalidad del 90%.
Actualmente la mortalidad por peritonitis se reporta entre el 13y 43 %, a pesar
de los avances quirdrgicos, tratamiento antimicrobiano y medidas de apoyo.
Por lo tanto, es necesario dilucidar la participacion de posibles marcadores
genéticos en el proceso de la peritonitis como son, el gen de la leptina y su
receptor, dado que estan involucrados en la modulacion de la respuesta
inmune celular, al activar la cascada de las citoquinas asi como regular la
proliferacion de linfocitos T, la fagocitosis en los macréfagos y la expresion de
moléculas de adhesion en los neutrofilos, componentes de la respuesta inmune
celular. Ademéas la leptina estimula la secrecibn de factores pro y anti-
inflamatorios. ElI PPARYy, que estd involucrado en la respuesta inflamatoria
aguda, atravez de su mediacion para la formacién de tejido adiposo, que es la
fuente principal de leptina. Es pues pertinente dilucidar la posible intervencion
del gen de la leptina y su receptor asi como del gen PPARY; en la respuesta

inflamatoria y por tanto en la sobrevida.
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IV. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La peritonitis secundaria no apendicular, ofrece un campo de investigacion
amplio, dado que la respuesta inflamatoria de fase aguda es toral para un
desenlace favorable, donde el estado nutricional, el gen de la leptina, su
receptor y el gen PPARYy, tienen un papel central en el proceso inflamatorio.
Dado que la leptina atravez de su receptor regula la respuesta inmune celular
mediante la activacion de linfocitos T, macrofagos y neutrofilos. La relevancia
de identificar posibles marcadores genéticos, como los polimorfismos de el gen
de la leptina, su receptor y el polimorfismo del gen PPARYy, en la peritonitis
secundaria no apendicular, permitira una mejor comprension de los
mecanismos involucrados en la respuesta inflamatoria de fase aguda, ademas
de servir como posibles predictores de sobrevida, en pacientes con esta

condicion.
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V. PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢ Existe asociacion entre los polimorfismos G-2548A del gen LEP, A223G del
gen LEPR y el polimorfismo C34G del gen PPARY, con desenlace desfavorable
en pacientes con peritonitis secundaria no apendicular, con y sin trastornos de

la nutricion?

VI. HIPOTESIS

Los polimorfismos G-2548A del gen LEP, A223G del gen LEPR y C34G del gen
PPARy, estan asociados con un desenlace desfavorable en pacientes con

peritonitis secundaria.

VII. OBJETIVOS

7.1 Objetivo General
Determinar si los polimorfismos G-2548A del gen LEP, A223G del gen LEPR y
C34G del gen PPARY); son factores genéticos de riesgo para un desenlace

desfavorable en peritonitis secundaria.

7.20bjetivos Especificos
- ldentificar los polimorfismos G-2548A del gen LEP, A223G del gen
LEPR y el C34G del gen PPARY; en pacientes con peritonitis secundaria.

- Describir las frecuencias alélicas y genotipicas de los polimorfismos en

la poblacion estudiada segun su desenlace (favorable o desfavorable).
- Describir las frecuencias alélicas y genotipicas de los polimorfismos en

la poblacion estudiada segun su estado nutricional (con y sin trastornos

de la nutricion).
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Comparar las frecuencias alélicas y genotipicas de los polimorfismos en

la poblacion estudiada segun su desenlace (favorable o desfavorable).

- Comparar las frecuencias alélicas y genotipicas de los polimorfismos en
la poblacion estudiada segun su estado nutricional (con y sin trastornos

de la nutricion).
- Estimar el riesgo de asociacion de cada polimorfismo.

- Evaluar cuantos de los pacientes con desenlace desfavorable o

favorable presentan trastornos nutricionales.

VIIl. MATERIAL Y METODOS

8.1 Disefio Metodologico

Cohorte prospectiva.

8.1.1 Grupos de Estudio
Sobrevivientes y desenlace desfavorable (En ambos grupos se identificara el

estado nutricional).

8.1.2 Tamario de la muestra

Se incluyeron 75 pacientes del servicio de cirugia general, del Hospital General
de Durango, SSA con peritonitis secundaria no apendicular, confirmada
quirdrgicamente.

8.2 Criterios de Seleccion

8.2.1 Criterios de Inclusion
- Pacientes con peritonitis secundaria no apendicular confirmada
quirargicamente del 1°de Enero de 2009 al 30 septi embre de 2010.

- Hombres y mujeres mayores de 18afios.
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8.2.2 Criterios de Exclusion
- Pacientes con peritonitis apendicular.
- Pacientes con peritonitis pancreatica.
- Mujeres embarazadas.
- Pacientes con enfermedades adrenales, hipofisarias.
- Pacientes con uso crénico de cortico esteroides
- Pacientes bajo tratamiento inmunosupresor.

- Pacientes con antecedentes quirdrgicos abdominales.

8.2.3 Criterios de Eliminacién

- Muestra contaminada.

- Muestra que por errores en la manipulacion se pierda y que no sea
posible su recuperacion.

- Que el paciente decida retirase del estudio.

8.3 Variables

8.3.1 Variable Independiente

Polimorfismos G-2548A del gen LEP, A223G del gen LEPR y C34G del

gen PPARy
Tipo de Variable: Cualitativa nominal
Definicién: Se define como polimorfismo a la presencia de por lo
menos un alelo el cual es diferente a la secuencia silvestre o
considerada normal, a este cambio se le denomina polimérfico
cuando se presenta en mas del 1% de la poblacion y que no

representa enfermedad, aun cuando puede estar asociada a esta.
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8.3.2 Variable Dependiente

Desenlace desfavorable (muerte)

Tipo de Variable: Nominal dicotémica

Definicion: Se considera desenlace desfavorable a la presencia
de muerte, entendido como ausencia de constantes vitales (pulso,
presién arterial, respiracion y frecuencia cardiaca) medida por
médico la cual ocurra posterior al acto quirtrgico y dentro de los

30 dias de seguimiento.

8.3.3 Variable Confusora

Obesidad

Tipo de Variable: variable cuantitativa continua
Definicién: De acuerdo a la férmula de Quetelet para el indice de
masa corporal (IMC); se considerdé peso normal al IMC de 18.5-
24.9 kg/m?, sobrepeso al presentar un IMC de 25-29.9 kg/m? y
obesidad al IMC igual o mayor de 30 kg/m? (49).

8.3.4 Variables Intervinientes

Bajo peso.

Edad

Género

Tipo de variable: Cuantitativa continda.
Definicién: Se considera bajo peso a un IMC menor a 18.49
kgs/mts2.

Tipo de Variable: variable cuantitativa discreta
Definiciéon: Para realizar el calculo de los anos; se restd de la

fecha actual su fecha de nacimiento.

Tipo de Variable: variable cualitativa dicotomica

Definicibn: Hombre o Muijer.
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8.4 Procedimientos.

Si el paciente fue intervenido del abdomen, de urgencia, con datos de irritacion
peritoneal y durante el acto quirdrgico se encuentra liquido de irritacion
peritoneal, se cultivara dicho liquido.

Una vez egresado el paciente de quir6fano, se requisito el IPM, mediante el
uso del anexo Ay C, aplicados por el cirujano que realizo la intervencién.

Si el paciente cumple con los criterios de inclusion y de exclusion, se le invitara
a ser parte del estudio, si acepta se le dara a conocer y explicara el
consentimiento informado por el médico a cargo (Anexo B).

Una vez obtenido su consentimiento en un intervalo de 18 a 24hrs, posteriores
a el acto quirdrgico, se procede a recolectar dos muestras de sangre total, en
tubo Vacutainer por medico responsable, una para determinacion de citoquinas
(IL-6, IL-10, proteina C reactiva, leptina, TNFa), sin anticoagulante, la
determinacion de citoquinas se realizo mediante inmuno-ensayo enzimatico.
Una con EDTA para extraccion de ADN.

Todos los datos se recolectaron en una hoja de calculo Excel donde se
concentro toda la informacion para su posterior analisis.

Todos los pacientes seran seguidos por 30 dias para determinar desenlace
desfavorable (muerte).

Extraccion de ADN

1. Se realiz6 extraccion de ADN a partir de sangre total por el método
DTAB/CTAB (Gustincich, 1991). Anexo 1.

2. Posteriormente se amplificaron los genes PPAR ), LEP y LEPR
a. Para la identificacion del polimorfismo C34G del gen PPARY; se
realiz6 la técnica de SM-PCR (Reaccién en cadena de la
polimerasa especifica para mutacion) utilizando los siguientes
Iniciadores:
i. P1 5-GTG TAT CAG TGAAGG AATCGCTTTCTT G -3
i. P2 5 —TTG TGA TAT GTT TGC AGA CAA GGT ATC AGT

GAA GGAATCGCT TTGTGC -3
ii. P3 5-TTTCTGTGTTTATTCCCATCTCTCCC-3
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iv. Las condiciones de amplificacion fueron:

1. Reactivos Concentracion UL/RX

2. Buffer 5x 5
3. dNTP’S 10pM 1
4. P1 10pM 1
5. P2 10pM 1
6. P3 10pM 1
7. Tag polimerasa 5U 0.4
8. ADN 100ng/pL 1
9. Agua 12.6
10.MgCl, 25mM 2
Total 25

v. Siguiendo el siguiente programa de amplificacién:

1. Desnaturalizacion inicial 94T por 3 minutos

2. Desnaturalizacion 94<C por 45 segundos
3. Alineacion 62<C por 45 segundos 35 ciclos
4. Extension 72<C por 45 segundos
5. Extension final 72T por 3 segundos

vi. La obtencién del fragmento génico mediante SM-PCR se
realiz6 utilizando el termociclador de gradiente TECHENE
TC-3000

1. Productos esperados: 230pb — Alelo C (Pro)
250pb — Alelo G (Ala)

vii. Posterior a la amplificacion por SM-PCR, se identificaron

los fragmentos mediante electroforesis en gel de agarosa

al 2%, tefiidos con bromuro de etidio (fig. 1).
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Figural. Identificacion del polimorfismo C34G del gen PPAR)y mediante los productos de SM-
PCR en gel de agarosa al 2% tefiido con bromuro de etidio

oy
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25pb 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 1z 100pb

W -

i S G/G- CclG [

= . 230/250pb S 300pb
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C/C : ot oo W 200pb
230pb w

Carriles 2, 4, 7, 8, 10, 12 Homocigoto silvestre. Carriles 3,5, 6, Heterocig'oto mutado. Carriles

9, 11, homocigoto mutado.

b. Para la identificacién del polimorfismo G-2548A del gen LEP, se

realizd la técnica de PCR punto final utilizando los siguientes

iniciadores:

Sentido 5’ TTTCCTGTAATTTTCCCGTGAG 3
Antisentido 5° AAAGCAAAGACAGGCATAAAAA 3

Las condiciones de amplificacion  fueron:
Reactivo Concentracion ML/Rx
1. Buffer 10x 25
2. dNTP’S 250mM 1

3. Primer Sen 10pM 1

4. Primer Ant 10pM 1

5. Taqg Polimerasa 1U 1.2
6. ADN 100ng 2
7. Agua 16.05
8. MgCl, 30mM 1.25
Total 25

Siguiendo el siguiente programa de amplificacion:

1. Desnaturalizaciéon 95C por 5 minutos

2. Desnaturalizacion 94C por 1 minuto
3. Alineacion 58C  por 1 minuto 30 ciclo:
4. Extension 72C  por 1 minuto
5. Extension final 72C por 5 minutos
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v. La obtencién del fragmento génico mediante PCR

punto final se realiz6 utilizando el termociclador
Applied Biosystems 9600 buscando obtener un
producto amplificado de 242 pb y sin evidencia de
bandas inespecificas en la electroforesis la cual se
realizO en geles de agarosa al 2%, tefiidos con
bromuro de etidio (fig. 2).

Figura 2. Fragmento del gen LEP amplificado mediante PCR y evidenciado en gel de agarosa

al 1.2% tefiido con bromuro de etidio. Marcador de peso molecular (Mpm) de 100pb.

242]sle}

Vi.

Vii.

o

300 pb

a5 16 17 18 .19
100 pb

Ladder 100pb

Posteriormente se realizé digestion enzimatica con
la enzima Cfo | para identificar mediante RFLP los
polimorfismos buscados :

1. Secuencia polimérfica 242 pb (G)

2. Secuencia silvestre 181y 61 pb (A)

Los fragmentos esperados se visualizaron mediante

geles de agarosa al 2%, tefiidos con bromuro de
Etidio (fig. 3).
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Figura 3. Identificacion del polimorfismo G-2548A del gen LEP mediante la técnica de
RFLP y evidenciado por electroforesis en gel de agarosa al 1.2% tefiido con bromuro
de etidio.

Carriles 1, 2, 6-8, 10, 12-14 y 17-18 muestras heterocigotas. Carriles 3, 5, 11, 15y 16
muestras homocigotas mutadas. Carriles 4 y 9 muestras homocigotas silvestres, carril
19 control negativo y carril 20 Mpm de 50 pb.

c. Para la identificacion del polimorfismo A223G del gen LEPR, se
realiz6 la técnica de PCR punto final utilizando los siguientes

iniciadores:

i. Sentido 5 AAACTCAACGACACTCTCCT &
ii. Antisentido 5° TGAACTGACATTAGAGGTGAC 3
iii. Las condiciones de amplificacion fueron:

Reactivo  Concentracion ML /RX

1. Buffer 10X 1.3
2. dNTP’S 250mM 1
3. Primer Sen 10pM 0.8
4. Primer Ant 10pM 0.8
5. Tag Polimerasa 1V 0.1
6. ADN 100ng 4
7. MgCl, 30Mm 4
8. Agua 13.0
Total 25

iv. Siguiendo el siguiente programa de amplificacion.
1. Desnaturalizacion 94°C por 5 minutos

2. Desnaturalizacion 94€C por 1 minuto

3. Alineacion 50C por 45 segundos 32 ciclos
4. Extensién 72C  por 30 segundos

5. Extension final 72T  por 7 minutos
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v. La obtencién del fragmento génico mediante PCR punto
final se realizo utilizando el termociclador Applied Biosystes
9600, se amplificacién las muestras buscando obtener un

producto de 80pb y sin evidencia de bandas inespecificas
(fig.4).

Figura 4. Fragmento del gen LEPR obtenido por amplificacion mediante PCR de punto final
evidenciado por electroforesis en geles de agarosa al 1.2% tefiidos con bromuro de etidio.

100pjs)

7 8 9 ma 12 13 14 15 16 17 (-) Mpm

vi. Posteriormente se realiz6 digestibn enzimética con Msp |
para identificar mediante RFLP el polimorfismo buscado:
1. Secuencia polimoérfica: 80pb (A)
2. Secuencia silvestre: 56 y 24 pb(G)

vii. Posterior a la amplificacion con PCR punto final y digestion
enzimatica, se identificacion los fragmentos buscados
mediante electroforesis en gel de agarosa al 3% tefido con
bromuro de etidio, con un corrimiento a 100 v por 60

minutos. Posteriormente se revisaron en camara de luz UV
(Fig. 5).
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Fig.5 Identificacion del polimorfismo A223G del gen LEPR mediante la técnica de RFLP
evidenciado en gel de agarosa al 3% tefiido con bromuro de etidio.

100pb =
A

P—

Dt =1 2 3 4 5 6 T e 13 14 15 16 17 18 () ,

25pb

En los carriles 1, 2, 4, 6, 9, 10, 14, 15, 16, 17 se identifica al homocigoto silvestre (G), en
los carriles 8 y 11 se identifica el homocigoto mutado, en los carriles 3,12, 13, heterocigoto. En
el carril 19 control negativo y carril 20 Mpm de 25pb.

8.5 Analisis Estadistico.

1. Se utiliz6 el software STATISTICA 7

2. Las variables cualitativas fueron calculadas con la prueba de Ji
cuadrada.

3. Se determiné diferencia estadisticamente significativa con un intervalo
de confianza (IC) del 95% y una p<0.05.

4. Para medir la fuerza de asociacion, se realizo razon de momios.

Se realizo el equilibrio de Hardy-Weinberg.
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IX. RESULTADOS

Se captaron 75 pacientes con una edad promedio del grupo de hombres
sobrevivientes fue de 43 afios (Ds+ 19.5) y para las mujeres de 55 afios (Ds+
20.25). Un IMC (24.202 Ds+* 3.67 y 23.6& Ds+ 4.09). Con un peso promedio
para los hombres de 72kgs (Ds + 10.68) y de 66kgs (Ds + 8.04) para las
mujeres sobrevivientes. De los 75 pacientes, 22 fallecieron y 53 sobrevivieron.

De los 22 pacientes que fallecieron 5(14 y 4%) tuvieron obesidad, que
representan el 22.8% y sobrevivieron 53, de estos 124 y 119 presentaron

obesidad o sobrepeso, que representan 43.4%.

Para el polimorfismo G-2548A del gen LEP, existe predominio en la frecuencia
alélica del alelo mutado (A) el cual corresponde a un 19.4% del grupo de
desenlace desfavorable, comparado con el 10% del alelo silvestre (G). En el
grupo de sobrevida se observé una frecuencia alélica mayor para el alelo
silvestre, correspondiente a un 43.3%. Con una diferencia estadisticamente

significativa, (p= 0.021) para el grupo de desenlace desfavorable (Tabla 1).

Tabla.1 Frecuencias genotipicas y alélicas del polimorfismo G-2548A del gen LEP comparando
los dos grupos de estudio.

LEP G-2548A
Comparacion de
Frecuencia Genotipica n (%) Frecuencia Alélica n (%) frecuencias
genotipicas
GG GA AA G A
Sobrevida 22 (29.3) 21 (28) 10 (13.15) 43.3 27.3 X%=7.750
Desenlace 34) 9 (11.84) 10 (13.15) 10 19.4 p=0.021
desfavorable
n=75 Alelos= 150
FG=p? + % 2pq FA= (2xAA +Aa) / 2n

No se observan diferencias estadisticamente significativas que permitan
asociar el polimorfismo G-2548A con trastornos de la nutricion, considerando

tanto genotipos como alelos p<0.938 (tabla 2).
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Tabla 2. Frecuencias genotipicas y alélicas del polimorfismo G-2548A del gen LEP
comparando variables analizadas.

polimorfismo G -2548A del gen LEP

Comparacion

Frecuencia Genotipica n (%) Frecuencia Alélica n (%) frecuencias
genotipicas
GIG GIA AIA G A x* p
STN 15 (20) 19 (25.3) 13 (17.3) 32.7 30 X2= 0128 p=0.938
CTN 10 (13.3) 11 (14.7) 7(9.4) 20.7 16.6
IPM >22
oM <00 12(16) 8(10.7) 13 (17.3) 21.3 22.7 X2= 5.935 0=0.073
= 18(24) 17(22.7) 7(9.3) 35.3 20.7
Leucos >13.83 17(22.7) 9(12) 9(12) 28.7 18.0 %?=0.760 p=0.684
Leucos < 13.83 13(17.3) 16(21.3) 11(14.7) 28.0 25.3
Con complicaciones 10( 13.3) 5(6.7) 11(14.7) 17.4 18.7 X%= 6.723 p=0.035
Sin complicaciones 18(24) 20(26.7) 8(10.7) 38.9 25.0

STN= Sin trastornos de la nutricion. CTN= Con Trastornos de la nutricién. IPM= indice de

Peritonitis de Mannheim

Para el polimorfismo G-2548A del gen LEP, existe predominio en la frecuencia
alélica del alelo mutado (G) el cual corresponde a un 35.3% del grupo de indice
de Peritonitis de Mannheim (IPM) menor o igual de 22, comparado con el
20.7% del alelo silvestre (A) (tabla 2). Aun cuando no hay diferencia
significativa p=0.073, si se modifica el indice de confianza puede ser

significativo.

Considerando los leucos, no se observan diferencias estadisticamente
significativas p<0.684 en ambos grupos, sin embrago si se modificara el

intervalo de confianza podria ser significativo.

Cuando se consideran las complicaciones, se encuentra frecuencia alélica del
38.9 (G) y con una diferencia significativa a favor del polimorfismo silvestre (G)

del grupo sin complicaciones, con una p>0.035. (Tabla 2)
Efectuando el célculo para el equilibrio de Hardy-Weinberg (HW), para el

polimorfismo G-2548A del gen LEP, la chi cuadrada presenta un valor de 2.893

y una p=0.235 mostrando que esta poblacion esta en equilibrio (Tabla 3).
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Tabla.3 Andlisis del equilibrio de Hardy-Weinberg considerando cada uno de los polimorfismos

analizados.

p q p° 2pq q° Eq. H-W  X° P
LEP G-2548A (0533 0467 0284 0467 0.218 1 2.893 0.235
LEPR A223G 0.56 0.44 0.386 0.347 0.267 1 6.95 0.036
PPARy C34G 0.526 0.474 0.276676 0.498648 0.224676 1 8.236 0.016

En el polimorfismo A223G se evidencia una mayor frecuencia del homocigoto
silvestre (A/A) en el grupo con sobrevida (44.7), mientras que los genotipos
heterocigoto y homocigoto mutado son mayores al homocigoto silvestre en el
grupo de desenlace desfavorable con una p<0.04 que se puede asociar como
un factor protector (RM= 3.56 Intervalo 0.95-14.55 IC 95%) (Tabla 4).

Tabla.4 Frecuencias genotipicas y alélicas del polimorfismo A223G del gen LEPR comparando
los dos grupos de estudio.

LEPR A223G
Comparacion
Frecuencia genotipica n (%) Frecuencia Alélica n (%) frecuencias
genotipicas
AA GA GG A G
Sobrevida 25 (33.3) 17(22.7) 11(14.7) 447 26 X?= 6.097
Desenlace 4 (5.3) 9 (12) 9(12) 11.3 18 p=0.04
desfavorable
n=75 Alelos 150

El polimorfismo A223G del gen LEPR, tampoco presenté diferencias
estadisticamente significativas con respecto al estado nutricional p<0.543
(Tabla 5).

Tabla.5 Frecuencias genotipicas y alélicas del polimorfismo A223G del gen LEPR comparando
variables analizadas.

Polimorfismo A223G del gen LEPR

Comparacion

Frecuencia Genotipica n (%) Frecuencia Alélica n (%) frecuencias
genotipicas
2
AIA GIA GIG A G X P
STN 13 (17.3) 18 (24) 16 (21.3) 29.3 333 )
CTN 7 (9.4) 8 (10.7) 13 (17.3) 14.7 22.7 X=1.222  p=0.543
IPM >22 8 (10.7) 11 (14.7) 14(18.7) 20.0 24.0 X?=5.176  p=0.075
IPM<0=22 21(28) 9(12) 12(16) 36.0 20.0
Leucos>13.83 15(20) 10(13.3) 10(13.3) 26.7 20.0 X?=0.375  p=0.829
Leucos<=13.86 14(18.7) 10(13.3) 16(21.3) 29.3 24.0
Con
complicaciones 6(8) 11(14.7) 9(12) 14.0 20.7 X?=5.351 p=0.069
Sin complicaciones 21(28) 9(12) 16(21.3) 38.7 22.7

STN= Sin trastornos de la nutrici6n. CTN= Con Trastornos de la nutricion. IPM= indice de

Peritonitis de Mannheim
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Considerando el IPM no se observa una diferencia estadisticamente
significativa en ambos grupos, sin embrago si se modificara el indice de
confianza, podria ser significativo con una p<0.075 (Tabla 5).

Analizando los leucos, no se observa una diferencia estadisticamente

significativa con una p<0.829 en ambos grupos (Tabla 5).

El grupo de complicaciones no se observa un diferencia estadisticamente
significativa p< 0.069, sin embrago si se bajara el indice de confianza a un

90%, seria significativa (tabla 5).

El andlisis del equilibrio de HW para el polimorfismo A223G del gen LEPR con
una chi cuadrada con un valor de 6.95 con un valor de p=0.036 mostro que

esta poblacion esta en equilibrio (Tabla 3)

Con respecto al polimorfismo C34G del gen PPAR), no se evidencian
diferencias estadisticamente significativas, considerando tanto las frecuencias
genotipicas y alélicas, siendo predominante el alelo silvestre (C) en el grupo de
sobrevida p<0.30 (Tabla 6).

Tabla.6 Frecuencias genotipicas y alélicas del polimorfismo C34G del gen PPAR ycomparando
los dos grupos de estudio.

Polimorfismo PPARy del gen C34G
Comparacion
Frecuencias

Frecuencia Genatipica n (%) Frecuencia Alélican (% ) Genotipicas
c/C C/G GIG C G
Sobrevida 22 (29.3) 16 (21.3) 15 (20) 40 30.7 X?=2.389
Desenlace - 0.30
desfavorable 5 (6.7) 9 (12) 8 (10.7) 12.6 16.7 p=0.
n=75 Alelos= 150

Estratificando por el estado nutricional, no se evidencia diferencia
estadisticamente significativa que permita asociar al polimorfismo C34G del
gen PPARYy con alguno de los grupos p<0.624 (con trastornos de la nutricion y

sin trastornos de la nutricion) (Tabla 7).
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Tabla.7 Frecuencias genotipicas y alélicas del polimorfismo C34G del gen PPAR ycomparando
variables analizadas.

polimorfismo C34G del gen PPARy

Comparacion

Frecuencia Genotipica n (%) Frecuencia Alélica n (%) frecuencias
genotipicas
cic CIG GIG C G X P
STN 17 (22.7) 14 (18.7) 16 (21.3) 32.0 30.7 ,
CTN 11 (14.7) 10 (13.3) 7(9.3) 21.3 16.0 X'=0.944  P=0.624
IPM >22 11 (14.7) 10 (13.3) 12 (16) 21.3 26.7 ,
IPM<0=22 16 (21.3) 15 (20) 11 (14.7) 31.3 24.7 X'=0.902  P=0.637
Leucos>13.83 11(14.7)  11(14.7) 13(17.3) 22.0 24.7
X?=0.404 P=0.817
Leucos<=13.86 12(16) 14(18.7) 14(18.7) 24.0 28.0 : :
Con complicaciones 10(13.8) 10 (13.8) 6(8.3) 155 21.3 ,
Sin complicaciones  12(16.7)  14(19.4) 20(27.8) 38.0 25.4 X'=3.068  P=0.216

STN= Sin trastornos de la nutrici6n. CTN= Con Trastornos de la nutriciéon. IPM= indice de

Peritonitis de Mannheim

Tampoco se encuentran diferencias estadisticamente significativas en los

grupos de IPM, en ningun grupo p<0.637 (Tabla6).

Comparando el grupo de leucos no se observan diferencias estadisticamente

significativas p<0.817 entre ambos grupos (tabla 6).

Analizando el grupo de complicaciones no se observan diferencias

significativas con un valor de p=0.216 en ambos grupos (Tabla 6).

La chi cuadrada del equilibrio de Hardy- Weinberg (HW) para el polimorfismo
C34G del gen PPARY; con un valor de 8.236 con un valor de p=0.016 mostro

que esta poblacién esta en equilibrio (Tabla 3).

Realizando el andlisis de riesgos mediante el modelo de razén de momios, se
observa que el alelo mutado (A) del polimorfismo G-2548A del gen LEP
representa 4.64 veces mas riesgo de desenlace desfavorable con respecto a

los individuos que presentan el alelo silvestre (G).

Con respecto al polimorfismo A223G del gen LEPR, la presencia del alelo

silvestre (A), sugiere la posibilidad de un factor protector 3.5 veces (IC 95%
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0.95-14.55, p<0.05) sin embargo el intervalo de confianza no es definitorio. El
polimorfismo C34G del gen PPARy no representa un factor de riesgo para

desenlace desfavorable (Tabla 8).

Tabla 8. Estimacion de riesgos mediante Razén de momios (R.M.), para los alelos
especificando intervalo de confianza y diferencia estadistica.

R.M. .C. 95% p
LEP 2548 A 4.64 1.1-22.61 <0.05
LEPR 223 A 3.56 0.95-14.55 <0.05
PPARy 34 G 1.71 0.63-4.65 <0.05

Se realizé un andlisis con las variables bioquimicas, sin embargo y dado que
no todos los pacientes poseen las mediciones correspondientes, hay que
interpretarlos con cautela. Se evidencia que los polimorfismos genéticos de los
tres genes estudiados (LEP, LEPR, y PPAR)) cuando se comparan contra
sobrevida, mediante una tabla ANOVA, no presentan diferencias, significativas.
Cuando se comparan las citocinas proinflamatorias con sobrevida, se
encuentra una diferencia estadisticamente significativa a favor de la RCP, en
ambos grupos de estudio (sobrevida y desenlace desfavorable) con una p<0.05

para hombres y mujeres (Tabla 9).

Tabla 9. Diferencias entre las interleucinas, TNF, RCP y leptina en ambos grupos, comparadas
por género.

Hombres con . Mujeres con
Hombres con Mujeres con
! desenlace . desenlace
sobrevida desfavorable sobrevida desfavorable
Media + DS Media + DS Media + DS Media + DS
Leptina 15+24 1.7+£26 16.6 +15.1 3.7+3.9
IL-10 12.0+14.6 12.8+3.8 11.1+11.2 25.4 +£49.3
IL-6 7.3+3.2 8.9+3.1 99+1.6 9.2+24
IL-13 17.9+14.2 26.7 £22.6 9.8+14.2 12.2+17.6
TNF 19.1+15.5 26.1 £16.7 21.0+£12.2 27.4+£6.9
PCR 172.2+14.8 140.2 +80.9 129.8 +68.6 169.7 +17.3
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X. DISCUSION

El polimorfismo G-2548A del gen de leptina y el polimorfismo A223G del gen
del receptor de leptina, se han asociado con un mayor riesgo de Diabetes tipo 2
y obesidad (Sida, 2009; Meyers, 2010; Hinuy, 2010) al igual que el C34G del
gen PPARy (Parachi, 2005; Gracia, 2009), sin embrago para el estado de
respuesta inflamatoria aguda, como es el caso de la peritonitis, hay poca

evidencia de su asociacion.

En el presente estudio se encontré asociacion del polimorfismo G-2548A del
gen LEP con desenlace desfavorable (R.M.=4.64; IC 95%=1.1 - 22.61),
Mientras que los polimorfismos A223G del gen LEPR y el C34G del gen PPARy
hay que tomarlos con cautela dado que cuentan con un intervalo de confianza
que involucra la wunidad (LEPR R.M.=3.56; IC 95%=0.95 - 14.55.
PPARy R.M.=1.71; IC 95%=0.63 — 4.65), asociando la presencia del alelo
silvestre como un factor protector. Estos hallazgos estan de acuerdo con que la
leptina y su receptor juegan un papel preponderante en la respuesta
inflamatoria, dado que la leptina es sintetizada y secretada principalmente por
el tejido adiposo, para ejercer una funcion autocrina, paracrina y endocrina en
toda la economia, tanto a nivel local como sistémico, ademas de ser regulada
por el sistema nervioso central, donde existen gran cantidad de receptores
(Tschop, 2010; Neng, 2010).

Analizando las variables bioguimicas, mediante un andlisis ANOVA, se
evidencia que hay diferencia significativa solo para RCP, cuando se contrasta
con las otras citocinas ( IL-6, IL-10, FNT). Se ha demostrado que el tejido
adiposo secreta y sintetiza citoquinas que regula la respuesta inflamatoria
ejerciendo su funcidon sobre los linfocitos y monocitos, activandolos en la
respuesta inflamatoria, ademas de controlar la secrecion de leptina y la
expresion de su receptor a nivel local en el caso de peritonitis inducida y aguda
(Neng, 2010).
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Los trastornos de la nutricién en el grupo de hombres sobrevivientes fueron 32,
de estos 12 presentaron obesidad (37.5%), en el grupo de mujeres
sobrevivientes fueron 21 y de estas 11 presentaron obesidad (52.3 %).

Cuando se contrastan los polimorfismos de los genes LEP, LEPR y PPARycon
el estado nutricional, no se observan diferencias estadisticamente

significativas.

Con respecto al analisis de asociacion considerando el IPM y la presencia del
polimorfismo G-2548A del gen LEP, no se observan diferencias
estadisticamente significativas entre los pacientes con sobrevida y los que
presentaron desenlace desfavorable.

Cuando se contrastan los polimorfismos de los genes LEP, LEPR y PPARYy
mediante el analisis de asociacion con los grupos de leucocitos, no se
observan diferencias estadisticamente significativas, entre los grupos de

estudio.

Efectuando el analisis de asociacion con relacion a la presencia de

complicaciones la presencia del polimorfismo G-2548A del gen LEP se

evidencia una diferencia estadisticamente significativa asociandose la

presencia del alelo mutado a favor del grupo sin complicaciones.

El equilibrio de HW mostré que los genes de estudio, LEP, LEPR y PPARY, se

encuentran en equilibrio y por tanto son comparables.
Cuando se contrastan las variables bioquimicas con sobrevida no se observan

diferencias significativas, quizas esto se debié a que no obtuvimos de todos los

pacientes las variables bioquimicas.
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XI. CONCLUSIONES

El alelo mutado A del polimorfismo G-2548A del gen LEP representa 4.64
veces mas riesgo de desenlace desfavorable en presencia de peritonitis
secundaria no apendicular. Dado que la leptina interviene en la respuesta
inmune sistémica, y niveles bajos de leptina se asocian con un peor pronostico
(Bracho, 2008; Tschop, 2010). Ademas se ha reportado que pacientes con
déficit congénito de leptina, son propensos a infecciones (Tschop, 2010). Dado
que la leptina contribuye a la modulacién del infiltrado celular y produccion de
citoquinas en la peritonitis inducida tanto a nivel local como sistémica (Pini,
2008).

En polimorfismo A223G del receptor de leptina representa un factor protector
relativo (R.M= 3.5; p=0.05) asociandose a sobrevida, cuando esta presente el

alelo silvestre (A) sin embargo el intervalo de confianza no es definitorio.

El polimorfismo C34G del gen PPARYy no representa un factor de riesgo para el

desenlace desfavorable.
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Xll. SUGERENCIAS PARA ESTUDIOS POSTERIORES

Realizar estudios de expresion génica involucrados en la respuesta
inflamatoria aguda y crénica, considerando precursores y efectores de citocinas
y prohormonas estimuladoras de la cascada de sefalizacion como son Jack-
STAT, TNF y proteina C reactiva.
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XV. ANEXOS

Anexo 1

Extraccion de ADN a partir de sangre total por el método DTAB/CTAB
S. Gustincich, G. Manfidetti, G. Del Sal, C. Schneider and P. Carninci. A fast method for high-
quality genomic DNA extraction from whole human blood. Biotechniques. 1991; 11(3):298-300,
302.

1. Se realiza la extraccion de ADN tomando a partir de 300 uL de la sangre
obtenida en EDTA (pureza 99% SIGMA-ALDRICH) como anticoagulante
en un tubo eppendorf de 2.0 mL, cuidando el no tocar la pared del tubo
para evitar la contaminaciéon de la muestra; proceso realizado por
duplicado.

2. Posteriormente se agregan 600 pL de solucion de DTAB al 8%, se
mezcla suavemente durante 15 minutos, hasta obtener lisis eritrocitaria.

3. Posteriormente se coloca a una temperatura de 68T con diferencia de
30 segundos entre una y otra por 5 minutos.

4. Se retiran del incubador y se agregan 550 pL de Cloroformo grado
biologia molecular. Se agita vigorosamente por 5 minutos.

5. Después se centrifuga a una velocidad de 13,000 rpm por 10 minutos,
se decanta recuperando el sobrenadante o fase acuosa en un tubo
eppendorf de 1.5 mL con tapa de presion.

6. Se agregan 100 pL de solucion de CTAB y mezclar suavemente.

7. A continuacién se adicionan 750 pL de agua inyectable y se mezclan
suavemente.

8. Se deja reposar por 12 minutos a temperatura ambiente.

9. Se centrifuga a 10,000 rpm durante 10 minutos, se decanta con
micropipeta hasta dejar 50 pL del centrifugado.

10.Se agregan 200 pL de solucion NaCl 1.2 M y se agita para soltar el
botén de ADN formado.

11.Se agregan 850 L de etanol absoluto a una temperatura de -20C y se
mezcla suavemente.

12.Se centrifuga a 10,000 rpm por 5 minutos. Se decanta el liquido,
vaciando el contenido del tubo cuidando el boton de ADN obtenido.

13.Se agregan 850 uL de etanol al 70 % y se agita hasta soltar el boton. Se
centrifuga por 5 minutos a 10,000 rpm. Se decanta el liquido de un
golpe, cuidando el botdn obtenido.

14.Se repiten los lavados con etanol al 70% en dos ocasiones mas.

15.A continuacion las muestras se someten a un proceso de liofilizacion
para retirar el exceso de etanol que pudiera haber quedado después de
decantar.

16.Las muestras liofilizadas, se reconstituyen en 100 pL de agua inyectable
o Ultra-Pure.

17.Las muestras se almacenan a temperaturas entre -1Cy -4T .
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ANEXO A

Identificacion de marcadores genéticos asociadosum desenlace desfavorable en
pacientes con peritonitis secundaria no apendiculacon y sin trastornos de la

nu

tricion.

HOJA DE RECOLECCION

|. Ficha de identificacion

1. Nombre (apellido paterno, apellido materno, najg}):

2. Numero de expediente:

3. Fecha de Ingreso: dia[ ]mes[ ]afo]

4. Edad en afios cumplidos (minimo 18):

5. Domicilio: poblado y municipio , calle (#ext e int.)
, colonia

6. Teléfono para contacto futuro: (lada) #) (

. Criterios de exclusion:

7. Antecedente de padecimiento adrenal: si[] ] nof]

8. Antecedente de padecimiento pituitario: sif] ] nol]

9. Antecedente de toma de esteroides (dos Ultineses): sif] ] no[ ]

10. Antecedente de cirugia abdominal en los dasaddt meses: si[ ] no[ ]

11.
12.
13.

Datos de cirugia:

Numero de caso (secuencial):
Fecha y hora de intervencion quirdrgica (tddg:[ Jmes|[ ]afio[ ]Hora
Diagnosticos:

14.

Hallazgos:

15.

Procedimientos quirdrgicos realizados:

V.
16.
17.
18.
19.
20.
21.
22.

Datos nutricionales.
Peso (kg):
Talla (m):
indice de masa corporal (kg/m2):
Proteinas totales (g/dL):
Albumina sérica (g/dL):
Globulinas séricas (g/dL):
Relacion A/G:
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V. indice de Peritonitis de Mannheim

23.
24.
25.
26.
27.
28.
29.
30.
31.

Rango de edad: <50 afos-0 pts- [ ] > 50 anfos -5 pts-]
Sexo: masculino -0 pts-[ ] femenino p&-[ |
Falla organica multiple: ausente 0 pts-[ ] presente -7 pts][
Malignidad: ausente -Opts-[ ] presente -4 pts-[ ]
Evolucion preoperatoria <24 h Opts-[ ] >24 h -4 pts- |
Origen: colonico -0 pts-[ ] no colonico pé-[ ]
Extension de la peritonitis localizada pt&- [ ] generalizada -6 fdts]
Exudado: claro -O-fpts] purulento -6 pts-[ ] fecal-12 dtg
Total indice de peritonitis de Mannheim -0 gpditos:

VI. Niveles plasmaticos de citocinas y proteinas dase aguda:

32.
33.
34.
35.
36.
37.
VII.
38.
39.
40.
41.
42.
43.
44,
45.
46.
47.
48.
49.
50.
51.
52.

Concentracion sérica de la leptina (pg/mL):
Concentracion sérica de la IL-6 (pg/mL):
Concentracion sérica de el TNF (pg/mL):
Concentracion sérica de la CRP (ug/mL):
Concentracion sérica de la IL-10 (pg/mL):
Concentracion sérica de la IL -13 (pg/mL):
Laboratorio adicional :

Eritrocitos (x 1,000,000):
Hemoglobina (g/%):
Hematocrito (%):
Leucocitos totales (x 1000):
Neutrofilos segmentados (%):
Neutrofilos en banda(%):
Linfocitos (%):
Eosindfilos (%):
Basdfilos (%):
Monolitos (%):
Plaquetas (x 1000):
Bilirrubinas totales (mg/dL):
Bilirrubina directa (mg/dL):
Bilirrubina indirecta (mg/mL):
Tiempo de protombina y actividad (segundos ac¥

VIIl. Desenlace

53.
4.
55.
56.
57.

Fecha de egreso: dia[ ]me}dfio[ ]

Dias de estancia:

Reingreso dia[ Joe Jafo[ ]
Complicaciones (inicial o reingreso): si [ ] no[ ]
Desatrrollar:

58.

Sobreviva a 30 dias: si[ ] no[ ]

REALIZO:
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ANEXO B
CONSENTIMIENTO INFORMADO
NOMBRE DEL ESTUDIO : Identificacion de marcadores genéticos asocialos

desenlace desfavorable en pacientes con peritgeitisndaria no apendicular con y sin
trastornos de la nutricion.

INVESTIGADORES RESPONSABLES: Dr. Rodolfo Bracho Riquelme
Dra. Veronica Loera Castafieda
TESISTA: Dr. Alejo Macias Salas

Esta forma de consentimiento pudiera contener pdafue usted no entienda. Por
favor, pregunte al doctor o a un miembro del equipbestudio que le expliquen las
palabras o informacion que no entienda claramente.

INTRODUCCION : El proposito de esta forma de consentimientoagke dnformacion
para que pueda decidir si quiere proporcionar unestna(s) de sangre y los datos que
se le piden. Esta muestra de sangre se utilizarinvastigacion genética que se
explicara en seguida. La participacion en estasitya&cion es voluntaria.

ANTECEDENTES: La peritonitis es una complicacion grave de mgchmblemas
abdominales. La peritonitis severa puede llevaragiente a la muerte. La causa de las
complicaciones de la peritonitis es que la respuéstiamatoria del paciente es
inadecuada, ya sea insuficiente o0 excesiva. Lagicds son sustancias del propio
enfermo que regulan esta respuesta inflamatori(eftana es una citocina que juega un
papel central en la regulacion adecuada de la estpunflamatoria en la peritonitis.
Hay variaciones individuales en los genes, llamagaBmorfismos, que peden
presentarse en la leptina y su receptor. Estosnpdismos se han asociado con
diversas enfermedades. De ahi que el fin de eiidiess ver si éstos polimorfismos
influyen en la posibilidad de complicaciones eni@ates con peritonitis.

En el estudio se incluird a todos los pacientesamjos en el Hospital General de
peritonitis y que acepten participar, en el periodmprendido de abril del 2009 a enero
del 2010. El estudio es observacional, es decgptnos le solicitaremos informacion
pertinente y una muestra de sangre, pero no imdrgmos en |lo absoluto en el manejo
gue establece su médico tratante.

PROCEDIMIENTO : Si usted esta de acuerdo en participar, el parstei estudio le
tomard muestra(s) de sangre de su brazo de apmeingnte cinco mililitros (menos de
una cucharada) durante el desarrollo del estudio.

RIESGOS: Los riesgos asociados con la toma de sangre teago incluyen dolor y
moretones. Se tomaran precauciones para evitas ddteultades. Siempre que sea
posible, la sangre para la investigacion genétisautida arriba se tomara al mismo
tiempo que las muestras para otras pruebas deatabiorrequeridas.

BENEFICIOS: No habra un beneficia directo para usted comaltesto de la

investigacion genética realizada por el materiéoblo de su muestra de sangre. Un
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posible beneficia indirecto es que su participa@ddiera contribuir al conocimiento de
las causas de la condicion médica que usted tiepadiera ayudar a desarrollar

métodos de diagndstico temprano o nuevos trataasent

RETIRO DEL CONSENTIMIENTO : Usted puede retirar su consentimiento y
descontinuar su participacion en la investigaciénégica descrita arriba en cualquier
momento sin afectar su participacion en el estakiinco.

DESTRUCCION DE LAS MUESTRAS: El investigador conservara laggistros
relacionados a su identidad con su muestra deesgogrel periodo de tiempo requerido
por la ley aplicable. Hasta que esos registrosestéru/an, usted puede pedir que su
muestra de sangre y el material obtenido de estiesteuyan. En tal caso, usted debe
notificar al investigador o persona designada gt&, eque usted quiere que se destruya
su muestra de sangre y el material obtenido de esta

CONFIDENCIALIDAD: Su nombre y datos personales (numero de teléfono,
domicilio o cualquier otra informacion que lo idiigue claramente) no estaran escritos
en, o asociados con, las muestras que usted dbnecelstigador es la Unica persona
que conoce su informacion personal.

PREGUNTAS / INFORMACION: Si tiene preguntas con relacion a la recoleccion de
muestras 0 investigacion genética o si experimamia lesion causada por el
procedimiento de recoleccién de muestras, usted peberse en contacto con:

Dr. Rodolfo L. Bracho Riquelme
Numero de teléfono durante el dia: 8130011
NUmero para comunicarse las 24 h: cel. 618-2999229

CONSENTIMIENTO: He leido la informacion precedente describiend@d¢aleccion
de muestra(s) y me han sido contestadas todas réagirpias con relacion a la
recolecciéon de la(s) muestra(s) de sangre de raoparpara investigacion genética a mi
entera satisfaccion. Estoy de acuerdo en propaciomuestra(s) de sangre para la
investigacién genética como se describié anteriotene

Fecha Firma voluntaria

Firma del investigador o persona designada quevolg#liconsentimiento.
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ANEXO C

INDICE DE PERITONITIS DE MANNHEIM

FACTORESDE RIESGO PUNTAJE PALOMAR S| ESTA PRESENTE
Edad > 50 afos 5
Sexo Femenino 5
Falla Organica 7
Malignidad 4
Evolucién >24h. 4
Origen no colonico 4
Peritonitis difusa/generalizada 6
Exudado Claro 0
Exudado Purulento 6
Exudado Fecal 12
Total

Falla organica:

Renal.- Creatinina > 1.5 mg/d|, urea >40 mg/digwiia <20 ml/hr
Pulmonar.- PO2<50 mmHg, PCO2>50 mmHg

Choque.- Hipodinamico o hiperdinamico.

Obstruccion Intestinal.- Paralisis >24 hrs. O fieecanico completo.
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