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INTRODUCCION

La memoria que tienes en tus manos forma parte de una actividad creadora y
formativa que permite a los estudiantes expresar a la comunidad universitaria sus
intereses, motivaciones, intuiciones y hallazgos en la dificil y apasionante tarea de

investigar.

Con el objetivo de conocer y difundir los trabajos de investigacién que realizan los
estudiantes de nuestro centro universitario y con la intencién de promover una cultura
cientifica entre la comunidad estudiantil, la Secretaria Académica a través de la
Coordinacion de Investigacion, organizé los dias 8 y 9 de diciembre de 2010 la “1°
Jornada de Investigacion Universitaria”.

En este evento participaron alumnos de las carreras de Nutricién, Médico Cirujano y
Partero, Psicologia, Cirujano Dentista, Nutricién, Enfermeria, Ingenieria en Sistemas
Pecuarios, Veterinaria, Negocios Internacionales, Administracién, Derecho, Contaduria
y Maestria en Ciencias en Nutricion Animal. Las modalidades en las que participaron
fueron: cartel, ponencia y experiencia estudiantil en el programa de “Verano de la
Investigacion Cientifica 2010”.

Los trabajos en modalidad de cartel se presentan aqui en una versién mas amplia, esto
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EFECTO DE LA TRANSFERENCIA DEL GEN DE G-GLUMAMIL CISTEIN LIGASA A
CELULAS EN CULTIVO COMO MEDIDA DE PROTECCION CONTRA EL ESTRES
OXIDATIVO CELULAR. DIVISION DE INVESTIGACION: RELACION DEL
POLIMORFISMO DE REPETICION DE DINUCLEOTIDOS GT DEL GEN DE
HEMOXIGENASA-1 Y LA CAPACIDAD ANTIOXIDANTE EN PACIENTES PEDIATRICOS
CON SEPSIS

Agustin Meugniot Garcia

Introduccion

Se ha descrito que el estrés oxidativo es causado por un desequilibrio entre la
produccién de especies reactivas de oxigeno y la capacidad de un sistema biolégico
para desintoxicarse o reparar el dafio resultante, sin embargo, es utilizado por el
sistema inmunitario como un medio de sefalizacion celular para atacar patégenos.
Sepsis se define como Sindrome de Respuesta Inflamatoria Sistémica asociado a
infeccién y que por lo tanto es una patologia que aumenta de alguna manera el estrés
oxidativo y que puede poner en riesgo la homeostasis. El proceso inicia con la
liberacién en cascada de citocinas proinflamatorias como el TNF-a e IL-6, activacion de
células fagociticas, generaciéon de radicales libres y dafio sistémico. A producirse una
activacion generalizada de la respuesta inmune se favorece un desequilibrio entre la
presencia de radicales libres y los mecanismos antioxidantes del organismo.

Uno de los mecanismos de defensa antioxidante es la Hemoxigenasa-1 (HMOX1), una
enzima altamente inducida en condiciones de estrés, que tiene efectos antioxidantes,
citoprotectores y anti inflamatorios. Estudios de susceptibilidad han asociado a
genotipos L con el desarrollo de enfermedades con presencia de estrés oxidativo como
enfisema, hipertension, ateroesclerosis, infarto al miocardio, re-estenosis post-

angioplastia; y a las variantes S como protectores.
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El presente trabajo tiene como objetivo conocer el rol de los polimorfismos de
repeticion (GT)n (repeticiones de dinucle6tidos Guanina Timina) del gen de HMOX1
en la capacidad antioxidante y su papel como marcador de severidad en los pacientes

pediatricos con sepsis.

Material y métodos

Universo de estudio:

Casos: Pacientes mayores de 2 meses y menores de 15 anos clasificados con sepsis,
sepsis severa, shock séptico y falla organica multiple segtin las definiciones y criterios

publicados por (Goldstein, et al., 2005).

Controles: Pacientes de 2 meses y menores de 15 anos que presentaron uno o mas

factores de riesgo para desarrollar sepsis y que no la desarrollaron.

Tamafio de la muestra
Segun la férmula de Fleiss para casos y controles (Fleiss, et.al. 2003) y datos de
frecuencias alelicas reportadas por Guenegou en el 2006 se establecié el ntimero de

muestra en 50.

Obtencién de la muestra
Se extrajo 5mL de sangre periférica en tubos de EDTAKS, la cual fue almacenada en
hielera a 4°C, se transporto inmediatamente para la separacion de plasma y monocitos.

Se realizo separacion del plasma a partir de 2.5mL de sangre total.

Separacion de células mononucleares
Separacion por gradiente de densidad con Lymphoprep® (metrizoato de sodio 9.1

w/v, polisacarido 5.7%, densidad de 1.077 + 0.001 g/ml y osmolalidad de 290 + 15

mOsm) descrito por Béyum.
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Extracciéon del DNA
Se realiza extraccion por método de fenol-cloroformo-alcohol isoamilico (25:24:1). Para
determinar la concentraciéon de gDNA se utiliz6 la siguiente férmula: gDNA (pg/uL)=

(Abs 260 nm)x(Factor de diluciéon)x(50 factor constante).

Ensayo de la capacidad de absorbancia del radical oxigeno (ORAC)

Medicion de la degradacion por oxidacién de una molécula fluorescente (ficoeritrina o
fluoresceina), después de ser mezclada con generadores de radicales libres, estos
generan radicales peréxido por calor los cuales dafian a la molécula fluorescente y
culmina en la perdida de la fluorescencia. La intensidad de la fluorescencia es
cuantificada por un fluorémetro durante una cinética de una hora, y el area bajo la
curva entre dos curvas de degradaciéon (con y sin antioxidante) son calculadas. Los
valores para el calculo de la capacidad antioxidante fueron obtenidos utilizando la

formula de Cao y Prior, et.al.1993), los valores fueron expresados en mEq de Trolox/L.

Cuantificacion de proteinas carboniladas:
Marcador de uso generalizado para la cuantificacion de grupos carbonilo en proteinas

oxidadas.

Los cationes presentes en las reacciones de 6xido-reduccion como el Fe2+ y el Cu2+
pueden unirse a sitio de ligamiento de cationes en las proteinas y ante la presencia de
H202 u O2 generan en la cadenas lateral de aminoacidos como: arginina, prolina,
lisina o histidina, la presencia de carboniles (Stadtman, et al., 1991).

Uno de los métodos existentes es la reaccion entre el 2,4-dinitrofenilhidrazina (DNPH)

la cual puede ser analizada por espectrofotometria (Levine, et al., 1994).

Cuantificacion de niveles plasméaticos de HMOX1 por ELISA
Especificidad de un anticuerpo para capturar un antigeno. En el ELISA directo o

“sandwich” los antigenos son capturados especificamente por anticuerpos localizados
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en la superficie de una microplaca, para después ser detectado por un segundo
anticuerpo biotinilado especifico (Lequin, 2005). Se utilizaron los kits de ELISA
DuoSet® de R&D Systems (Minneapolis, EEUU).

Cuantificacion de IL-6 e IL-10 por ELISA

Basado en la especificidad de un anticuerpo para capturar un antigeno. Para el analisis
de las IL-6 e IL-10 en plasma se utilizaron los kits de ELISA Quantikine® de R&D
Systems (Minneapolis, EEUU). Limites de sensibilidad para IL-6: 3.2-100 pg/mL; para
IL-10: 7.8-500 pg/mL.

Genotipificacion del polimorfismo de repeticiéon de dinucleétidos (GT)n de HMOX1:

La secuencia del promotor de HMOX1 fue obtenida en GenBank con namero de acceso

X14782 descrita por Shibara (1989).

La secuencia de iniciadores en IDT (Coralville, IA,USA):
Oligonucleétido sentido: 5-AGA GCC TGC AGC TTC TCA GA-3
Oligonucledtido antisentido: 5-ACA AAG TCT GGC CAT AGG AC-3

La reacciéon de PCR se prepar6 con termociclador BioRad GeneCycler® (Hércules, CA,
USA), con un ciclo de desnaturalizaciéon inicial de 10 min, 35 ciclos de
desnaturalizaciéon de 30 seg, alineamiento 30 seg y extension de 2 min ademas de una

extension final de 15 min.

Resolucion de Productos de PCR en geles de poliacrilamida:

Los polimeros de poliacrilamida son utilizados como matrices neutras para la
separacion de DNA de doble cadena de acuerdo a su tamafio. Los geles de
poliacrilamida presentan mayor capacidad de resoluciéon de moléculas de DNA de

hasta 1 pb en 1000pb (Sambrook, et al., 2001).
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Tincién con nitrato de plata para DNA en geles de poliacrilamida:
Los iones de plata se unen a las bases y son selectivamente reducidos por

formaldehido en condiciones alcalinas (Sanguinetti, et al., 1994).

Analisis estadistico

Se utilizaron paquetes estadisticos y graficos: SPSS Statistics version 17.0 para
Windows, GraphPad Prism version 5.00 para Windows, SigmaPlot version 11.0 para
Windows, Microsoft

Excel 2007 version 12 para Windows.

Resultados
Se reclutaron un total de 64 pacientes con sepsis y 72 controles sin sepsis (60 con sepsis,

1 con sepsis severa y 2 con shock séptico.
La edad promedio en el grupo de pacientes con sepsis fue de 7.15 + 4.8 afios, la del

grupo control fue de 10.5 + 3.86 afios, con una diferencia significativa con una p= 0.001.

En ambos grupos el grupo etario mas afectado fue el de 6-12 afios.
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Caracteristicas generales de los grupos de estudio

Sepsis (Znntml o3
Variables 5in sepsis
N=63 % n=72 %
Edad [ahos) 71544 8 10.5+3 86 0.001"*
. Masculing 23 453 47 65.3 "
Génera Femenino 35 54.7 25 387 o0
1 mes-1 afio 12 18.8 4 5.6
. 2 ahos-5 anos 14 219 2 28
Grupo etario - -
6 anos-12 anos 25 39.1 a7 514
13 anos-<18 ahos 13 203 29 403
Minguno ] 0 4 5.6
NeumléEim 15 297 17 236
Abdominal 16 25 13 131
Pulmonar 9 141 2 28
Enfermadad Metabalica 3 a7 0 0
subyacente Genética 1 16 1 14
Cardiaca 1 16 [ ]
Oncolégica 1 16 2 28
Otras 14 219 27 375
Clasificacion de SEPSF & 237 - -
. Sepsis severa 1 16 - -
Sepsis Shock séptico 3 a7 - -
- Positivo 22 34 4 - -
Cultive Negativo 42 5.6 - -
Bacteria gram + El 40.9 - -
5. aureus 3 136 - -
Staph. Coag (-) 2 9.1 - -
5 pydgenes 1 4.5 - -
Otros gram + 3 13.6 - -
e Bacteria gram— 10 455 - -
Agenteetioligicn. = 5 27 N -
K. pneumoniae 2 9.1 - -
P. aeruginosa 2 a1 - -
E. cloacae 1 4.5 - -
Candida spp 2 81 - -
Minto 1 4.5 - -

Mediz * desviacion estandar; *t de student: *Prucbachi’.
La enfermedad subyacente que predomind en el prupo de estudio fueron las de origen

newrclogico (29.7%) .

Reportaron 22 pacientes con cultivo positivos (34.4% de los casos), 45.5% se debieron a
infecciones por bacterias gram negativas, siendo el principal microorganismo aislado la
Escherichia Coli en el 22.7% de los cultivos positivos.

Los niveles de la capacidad antioxidante por ORAC en los pacientes con sepsis fueron
menores en comparacion con los pacientes sin sepsis con una diferencia significativa
(p=0.027) Los niveles de proteinas carboniladas evidenciaron diferencias significativas

en los pacientes con sepsis que en los controles (p= 0.045).
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CAT por ORAC y niveles de proteinas carboniladas en pacientes con sepsis

Variable Casos Controles P
n=58 N-54
DRAC 566 7242 0.007°
{umol Trodox Eg/L) {46.70-1204) {74.19-1438)
. . - 62 N-62
Proteinas carboniladas ;.E?E DAL
- -
{nmol/me) {0.25-4.67) {0.08-1.57) 0.085

Mediana(rango intercuartilar); *Diferenda significativa con gdl.05; Prueba U de Mann-Whitney.

¥
g
g
E
:

Niveles de DRAC de pacientes con sepsis [n= 58) y controles sin sepsis (n=64). Resultados en mediana * engo
intercuartilar. * diferencia significativa con p=0.027, Prueba U de Mann-Whitney
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T

-

Sapoic Conirol

Protsing s sarbonBades fnmoln

Niveles plasmaticos de proteinas carboniladas de paciertes con sepsis y pacientes sin s=psis. N= 62 pars ambos
prupos, resultzdos en mediznatrango intercuartilar. * diferends significative con p=00045, Prueba U de
Mann-Whitney

Los niveles de proteina de HMOX1 en el grupo de pacientes con sepsis presentarcn niveles
superiores (Md= 4.435, rango intercuartilar=3.87-5.26) al grupo control {Md=3.435, rango

intercuartilar= 2.71-4.69); una diferendia significativa con p=0.0003.

22

Supaic Comrel

HMSN fmalnl)

Miveles plasmaticos de HMOX1. Pacientes con sepsis [(n=62) y pecentes sin sepsis (n=66), resultados en mediana ©
range intercuartilar. *** diferenda significativa con p=0.0003, Prueba U de Mann-Whitney
En el grupo de sepsis los niveles de la interleudna & se encontraron mas elevados
(Mediana=24.05 pg/mL, Rango intercuartilar=7.618-43 57) que en comparacion a los controles
sin sepsis (Mediana=16.40 pgfml, rango intercuartilar=5.473-2466) con uma diferencia

significativa de p=0.038.
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L4 {pgimL)

Miveles de IL-6 en padientes con sepsis y controles sin sepsis. M=38 pars ambos grupos, resultzdos en mediana® mngo
intercuartilar. * diferenda significativa con p=0.038, Prueba U de Mann-Whitney.

Dentro de la medicion de interleucina 10 se obtuvieron niveles elevados para el grupo con sepsis
(Md=15.13 pg/mL, rango intercuartilar= 8.435-62.21) en comparacion con los controles sin
sepsis (Md= 4.715 pg/mlL, rango intercuartilar= 1.695-13.34), con una diferencia significativa de

p=20.0001.

Niveles de IL-10 en pacientes con sepsis y controles sin sepsis. N=38 para ambos grupos, resultzdos en mediana®
rango interouartilar. * **diferencia significtiva con p=cl.0001, Prueba U de Mann-Whitney.

Se observd una relacion significativa entre los niveles de HMOX1 e IL-10; R= 0.272, p=0.045; los
valores de ORAC (R=-0.093, p=0.236) y proteinas carboniladas (R=0.047, p=0.35%) no

presentaron comrelacion con los niveles plasmaticos de HMOX-1.

Las frecuencias genotipicas de la poblaciéon general se encontraron en concordancia al
equilibrio de Hardy-Weinberg, no se encontraron diferencias. Conforme a las
frecuencias alelicas se encontré que los pacientes con sepsis resultaron portadores del
alelos L en un 79%, mientras que los controles sin sepsis presentaron esta misma
variante en el 84%, lo que no resulto significativo al ser comparados con la poblacién

general.
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Para valorar la relacién entre los alelos presentes en los pacientes con sepsis y las
mediciones de ORAC y proteinas carboniladas, se dividi6 a los pacientes en dos

grupos: homocigotos LL y heterocigotos SL mas los homocigotos SS.

Asociacion de alelos del polimorfismo de dinudedtidos [GTIn en el promotor los genes HMOX1
con marcadores antiosidantes, inflamatorios y HMOX1 en plasma

Variable T SL+55 7
606244035 861.0+123.0
Sepsi 0.011"
ORAC pats {n=33) {n=20}
(mEs 743 0441 48 £313+85 91
Trolox/L) Rl 8 - - .
Control {n=38) {n=18) 0.275
D875 065
. Sepsis [0.662-1.558) (0.387-0.512) 0.013*
Protwsms {n=32) {n=20)
il 0.795 0.87
(nmolfmel o erot [0.503-1.15) {0.8-1.19) 0.06*
{n=36) {n=16)
27.41 15.07
Sepsis (7.55-42.72) (5.715-34.09) 0.224
L& {n=23) {n=13)
{pe/ml) 16.36 17.66
Control [6.473-24.66) {6.51-24.63) 0.385"
(n=28) [n=13)
145 1535
Sepsis [8.095-62 51) (2.24.64.33) D.482*
IL-10 {n=25) {n=14)
{pe/mL} 4545 3.655
Control [1328-14.1) [1.E53-6.928) D382
{n=25) {n=10)
Sapsis 4.31130.165 45540766 021r
HMOK1 (n=32) (n=22)
{ng/mi) 353540202 4.2340.397
- - - - il
Control {n=39) [n=18) a0

*Prueha t de student no paresda en mediz  SEM; “Prueball de Mann-Whitney en mediana y mngoe intercuzrtilar; g
walor de significanciz; * pd005.

Con proteinas carboniladas el grupo control no presento diferencias con respecto a los
alelos, el grupo de sepsis con un alelo S presento niveles menores de proteinas
carboniladas (Md=0.65), mientras que los pacientes homocigotos L tuvieron niveles

mayores (Md=0.875,) con una diferencia de p=0.013.
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Los parametros inflamatorios dados por la IL-6 e IL-10 no presentaron diferencias
significativas en ninguno de los grupos de pacientes con respecto a su genotipo.

Con respecto a los niveles de HMOX1 en plasma el grupo de pacientes con sepsis
presenta una elevacion en los portadores de un alelo S (LL= 4.311+0.165 ng/mL;
SL+55= 4.55+0.266 ng/mL; p=0.21); en el grupo de pacientes control sin sepsis (LL=
3.535+0.202 ng/mL; SL+SS= 4.23+0.397; P=0.059) nuevamente los niveles mas altos
para los portadores de los genotipos SL+SS, sin embargo, al realizar las pruebas de

asociacion no se encontraron diferencias significativas en ninguno de los grupos.

Discusion

La capacidad antioxidante total valorada por ORAC en los pacientes con sepsis se
encuentra disminuida de manera significativa en comparaciéon a los pacientes no
sépticos, esta reportado por diferentes metodologias la disminucién de la capacidad
antioxidante total en esta enfermedad (Abiles, et al., 2006; Doise, et al., 2008; Kennedy,
et al., 2005). Esta disminucién estd relacionada con la severidad del sindrome de

respuesta inflamatoria y de sepsis (Cowley, et al., 1996; De la Vega, et al., 2002).

Los pacientes pediétricos con sepsis se encuentran en un estado de estrés oxidativo, ya
que se observaron niveles elevados de proteinas carboniladas, estos datos son similares

a los reportados anteriormente por Winterbourn et al. (2000) y Cancelier et al. (2009).

El estrés oxidativo generado durante la sepsis, asi como también los mediadores
proinflamatorios inducen una respuesta de protecciéon en el organismo, entre las

enzimas inducidas se encuentra la HMOX1 (Kolls, 2006).

Niveles plasmaticos de HMOX1 se mostraron elevados en los pacientes con sepsis en
comparacion a los controles; aunque no existen estudios a la fecha de niveles

plasméaticos de HMOX1 en poblacion pediatrica; el realizado por Sukkonen et al.
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(2010), demuestra que los niveles de HMOX1 en plasma presentan un patrén

ascendente en proporcion a la severidad del cuadro inflamatorio.

En este estudio se describe por primera vez la distribucién genotipica y alelica del
polimorfismo de repeticiones (GT)n en el promotor del gen HMOX1 en la poblacién
del occidente de México y en pacientes con sepsis, las distribuciones genotipicas y
alélicas fueron consistentes a las previamente reportadas en poblaciones de
predominio caucésico (Rueda, et al., 2007; Wagener, et al., 2008). No se determina al
polimorfismo de HMOX1 (GT)n como un factor de susceptibilidad para el desarrollo
de sepsis.

Los pacientes con sepsis portadores de un alelo S tuvieron los niveles
significativamente mdés elevados de ORAC que aquellos pacientes sépticos
homocigotos a variantes largas L, asi como el dafio a proteinas fue mas extenso en los
pacientes homocigotos a variantes L en comparacién a los portadores de variantes

cortas.

Al asociar los genotipos del polimorfismo de HMOX1 (GT)n no encontramos
diferencia en los niveles de IL-6 e IL-10 con respecto a los genotipos LL o SL+SS, lo que
sugiere que el polimorfismo no influye en la expresion plasmética de estas citocinas en

los pacientes con sepsis.

La HMOX1 de acuerdo a nuestros hallazgos parece tener un papel importante durante
el proceso inflamatorio, podria proporcionar un marcador prondstico de Ila
enfermedad, su relacién con la IL-10 sugiere la participacién como un modulador de la
respuesta inflamatoria una propiedad que podria ser utilizada a favor del paciente

mediante la induccién farmacolégica de la HMOX1.

No se encontré al polimorfismo de repeticion de dinucleétidos (GT)n como un factor

de susceptibilidad para el desarrollo de sepsis en poblaciéon pediatrica, asi como su la
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relacion con los niveles plasméticos de HMOX1; sin embargo encontramos que los
pacientes con variantes cortas del polimorfismo presentan datos de estrés oxidativo

menores.

Conclusiones

1.- Se comprob¢ con la disminucion del estado antioxidante valorado por ORAC y el
aumento en las concentraciones de proteinas carboniladas, la presencia de estrés
oxidativo en los pacientes con sepsis lo que corrobora el dafio oxidativo.

2.- Se observaron niveles significativamente mayores de IL-6 e IL-10 en los pacientes
con sepsis a comparacion con el grupo control, lo que sugiere la utilidad de estos
marcadores de dafio y diagndstico de sepsis.

3.- Hemoxigenasa participa activamente durante la sepsis como se demostré al
encontrar que los niveles de HMOX1 en plasma estdn més elevados en pacientes con
sepsis.

4.- Los niveles de IL-10 y HMOX1 en plasma mantienen una correlacién entre si, lo que
apoya las evidencias de la interaccién entre la respuesta inmune y antioxidante.

5.- La frecuencia genotipica y alelica del polimorfismo de repeticiéon de dinucleotidos
(GT)n en el promotor del gen de HMOX1 no presento una diferencia entre pacientes y
sujetos de la poblacién general por lo que su papel como marcador de susceptibilidad
no se logro establecer.

6.- El estrés oxidativo fue menor en los portadores de alelos S, lo que sugiere un papel
en la proteccién antioxidante en estos portadores.

7.- Los genotipos del gen de HMOX1 no fueron asociados con niveles de citocinas IL-6
e IL-10 por lo que la presencia de un alelo en particular podria no representar un papel
determinante en el estado inflamatorio de los pacientes con sepsis.

8.- La cuantificacion de la proteina de HMOX1 en plasma se asocio con la presencia de
alelos S en pacientes del grupo control, mientras que el grupo con sepsis no obtuvo
diferencia significativa entre alelos, lo que puede reflejar que los niveles de HMOX1 en

plasma no son un marcador sensible de la influencia de este polimorfismo de
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repeticion de dinucledtidos (GT) en esta enfermedad, sino un marcador de dafo

sistémico.
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