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Glosario

ALELO: formas alternativas de un gen en un locus dado.

BIOMARCADOR: es un agente bioquimico o de cualquier naturaleza, que indica un estado
biolégico que ocurre a nivel celular o molecular y estd asociado con la probabilidad del
desarrollo de una enfermedad.

CHOQUE SEPTICO: subcategoria de la sepsis en la que las alteraciones orgénicas y del
metabolismo celular son lo suficientemente profundas como para aumentar considerablemente
la mortalidad.

DESEQUILIBRIO DE LIGAMIENTO: es la tendencia de los alelos en dos loci separados,
pero ligados, de encontrarse y segregar juntos.

EQUILIBRIO DE HARDY WEINBERG: explica como las frecuencias alélicas en una
generacion se pueden usar para calcular las proporciones genotipicas de la siguiente
generacion de una poblacion, que se aparea al azar en donde no hay seleccion, mutacion o
migracion.

ENZIMA DE RESTRICCION: endonucleasa que puede reconocer una secuencia
caracteristica de nucleétidos dentro de una molécula de ADN y cortar en un punto en
concreto.

EXON: parte del gen que codifica para una parte de la proteina
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FALLA CARDIACA AGUDA: anormalidad funcional o estructural del corazén, que
ocasiona una disminucién del gasto cardiaco, que se puede detectar por sintomas clinicos y
biomarcadores bioquimicos como el Péptido Natriurético NT terminal.

FENOTIPO: conjunto de caracteres visibles o cuantificables que un gen presenta como
resultado de la interaccion con el medio externo.

GENOTIPO: pareja de alelos observados en un locus determinado, heredados de padre y
madre de manera independiente.

HAPLOTIPO: constitucion genética de los individuos con respecto a un miembro de un par
de alelos o conjuntos de genes que estan estrechamente relacionados y tienden a ser heredados
en bloque.

INHIBIDOR TISULAR DE MATRIZ EXTRACELULAR: proteina de membrana que
realiza inhibicion endogena, principalmente de la MMP9.

CEBADOR: secuencias de oligonucleotidos cortas, que son complementarias a las secuencias
de ADN y que permite su respectiva amplificacion.

INTERLEUCINAS: proteinas secretadas por leucocitos que intervienen en el sistema
inmune.

LESION CARDIACA AGUDA: dafio de las fibras del musculo cardiaco por una fuerza
externa, la cual se puede detectar subclinicamente por medio de la medicion de Troponina I.
MATRIZ EXTRACELULAR: porcion acelular de un tejido, producido y secretado por las

células. Su funcion principal es dar soporte estructural y nutricional a las células circundantes.
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METALOPROTEINASA: enzima de tipo proteasa dependiente de zinc, cuya funcion
principal es mantener el equilibrio de los componentes de la matriz extracelular.
METALOPROTEINASA 9: proteasa con comportamiento de zimogeno, que degrada
principalmente gelatina del componente de matriz extracelular por medio del dominio
hemopexina.

Péptido Natriurético Cerebral N- terminal: el péptido natriurético cerebral contiene 32
aminoacidos, tiene estructura circular. Es sintetizado como una prohormona, que puede ser
descompuesta en una molécula activa (BNP) e inactiva (NT-proBNP), las cuales son
secretadas por los cardiomiocitos en los ventriculos en respuesta al estiramiento causado por
el aumento del volumen de sangre ventricular.

POLIMORFISMO: variantes de una secuencia de ADN particular, con una frecuencia en la
poblacion >1%, que pueden generar 0 no cambios en la expresion y funcion de sus proteinas.
POLIMORFIMOS DE LONGITUD DE FRAGMENTOS DE RESTRICCION: método
para identificar la presencia de un polimorfismo por medio del uso de enzimas de restriccion,
que permiten identificar los cambios simples de nucleodtidos al estudiar los patrones de
fragmentos de ADN obtenidos por medio de electroforesis.

POLIMORFISMO DE NUCLEOTIDO SENCILLO: variacion de un Gnico nucledtido en
una secuencia genetica, en relacion con el gen silvestre.

PROMOTOR: regiones del ADN que permiten el inicio de la transcripcion de un gen

particular, y se encuentran cerca de los sitios de inicio de transcripcion.
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REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA: método in vitro que tiene como
objetivo producir grandes cantidades de fragmentos especificos de ADN, por medio de
iniciadores que flanquean un sitio especifico.

SEPSIS: proceso de reaccion inmune exacerbado, inducido por un agente infeccioso donde se
evidencia una disfuncion organica que puede ocasionar la muerte.

TROPONINA: es un complejo de tres proteinas reguladoras (troponina C, troponina | y

troponina T) que forma parte integral de la contraccion en el masculo cardiaco.
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RESUMEN

TITULO: GENOTIPIFICACION Y EXPRESION FENOTIPICA DEL POLIMORFISMO DE LA
METALOPROTEINASA DE MATRIZ EXTRACELULAR 9 (MMP9 -1562 C/T) Y SU INHIBIDOR
TISULAR ENDOGENO (TIMP1 372 T/C): ASOCIACION EN LESION Y FALLA CARDIACA EN
PACIENTES SEPTICOS*.

AUTORES: BERMUDEZ MEJIA César Gustavo**, TORRES DUENAS Diego, VARGAS
CASTELLANOS Clara ines, BECERRA BAYONA Silvia Milena.

PALABRAS CLAVES: Falla cardiaca, lesion, MMP9, polimorfismo de nucleétido sencillo SNP, sepsis,
TIMPL.
DESCRIPCION

El presente estudio tiene como objetivo determinar si el SNP MMP9 -1562 C/T y el SNP TIMP1 372
T/C), presentan asociacién con disfuncion cardiovascular secundaria a sepsis. Se disefid un estudio de
cohorte transversal analitico, donde se estudiaron 270 pacientes con sepsis y 270 sin sepsis-infectados
segun el consenso Sepsis-3, procedentes de la ciudad de Bucaramanga. Se realizd la respectiva
genotipificacion de los polimorfismos por medio de RFLP y los individuos con sepsis se clasificaron en
categorias utilizando biomarcadores cardiacos (Troponina | y NT-proBNP), con los respectivos puntos de
corte, para lesion y disfuncion cardiaca aguda subclinica. Se realizd un analisis bivariado (Chi?y test de
Wilcoxon) en sepsis, se determind la relacion de los polimorfismos con su expresion fenotipica con los
niveles plasmaticos de MMP9 y TIMP1 (Kruskall Wallis, Chi? tendencia) y la asociacion de los SNPs con
lesion y falla cardiaca por medio de una regresion logistica; se uso el software RSTUDIO, Arlequin y la
plataforma SNPstats. El alelo polimérfico T del SNP MMP9 tuvo una frecuencia del (7,3%) y la
presencia del alelo C polimorfico del SNP TIMP1 presento una frecuencia del (34,3%). Los
polimorfismos no se asociaron con la expresion de su fenotipo (p= > 0,05), ademas el SNP MMP9 no se
asocid con lesion miocéardica (p= 0,5), ni con falla cardiaca (p=0,4), el SNP TIMP1 presento un (p= >
0,1) en relacién con los dos desenlaces, estratificandolos por género. Con lo anterior se infiere que los
alelos polimoérficos no tienen un efecto en la presencia de altos niveles plasméticos de MMP9 y TIMP1 y
ninguno de los SNPs fueron asociados en lesion o falla cardiaca desenlaces que ocasionan una disfuncion
cardiovascular secundaria a sepsis en la poblacion estudiada.

*Trabajo de grado

** Facultad de Salud. Maestria en Ciencias Béasica Biomédicas. Directora de trabajo de grado Diego
Torres Duefias. Msc y PhD en farmacologia. Codirectoras de trabajo de grado Clara Ines Vargas
Castellanos. Msc en genética y Silvia Becerra Bayona PhD en biomateriales.
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ABSTRACT

TITLE: GENOTYPING AND PHENOTYPIC EXPRESSION OF THE MMP9 -1562 C/T (MATRIX
METALLOPROTEINASE 9) AND TIMP1 372 T/C (ENDOGENOUS TISSUE INHIBITOR 1)
POLYMORPHISMS: ASSOCIATION WITH INJURY AND HEART FAILURE IN SEPTIC
PATIENTS*.

AUTHORES: BERMUDEZ MEJIA César Gustavo**, TORRES DUENAS Diego, VARGAS
CASTELLANOS Clara ines, BECERRA BAYONA Silvia Milena.

KEY WORDS: Heart failure, injury, MMP9, single nucleotide polymorphism SNP, sepsis, TIMPL.

DESCRIPTION

The objective of this study is to determine whether the SNP MMP9 -1562 C / T and the SNP TIMP1
372 T | C) are associated with cardiovascular dysfunction secondary to sepsis. A cross-sectional
analytic cohort study was designed, in which 270 patients with sepsis and 270 without sepsis-infected
were studied according to the Sepsis-3 consensus, from the city of Bucaramanga. The respective
genotyping of the polymorphisms was performed by means of RFLP and individuals with sepsis were
classified into categories using cardiac biomarkers (Troponin | and NT-proBNP), with the respective
cut-off points, for acute subclinical cardiac injury and dysfunction. A bivariate analysis (Chi2 and
Wilcoxon test) was performed in sepsis, the relationship of the polymorphisms with their phenotypic
expression was determined with the plasma levels of MMP9 and TIMP1 (Kruskall Wallis, Chi2 trend)
and the association of the SNPs with injury and heart failure through logistic regression; the software
RSTUDIO, Harlequin and the platform SNPstats were used. The polymorphic allele T of the SNP
MMP9 had a frequency of (7.3%) and the presence of the polymorphic C allele of the SNP TIMP1
presented a frequency of (34.3%). The polymorphisms were not associated with the expression of their
phenotype (p => 0.05), in addition the SNP MMP9 was not associated with myocardial injury (p =
0.5), nor with heart failure (p = 0.4), the SNP TIMP1 presented a (p => 0.1) in relation to the two
outcomes, stratifying them by gender. With the above it is inferred that the polymorphic alleles have
no effect in the presence of high plasma levels of MMP9 and TIMP1 and none of the SNPs were
associated in injury or heart failure outcomes that cause cardiovascular dysfunction secondary to sepsis
in the population studied.

*Bachelor thesis

** Health Faculty. Biomedical Sciences Master. Project Director, Diego Torres Duefias Msc y PhD in
Pharmacology. Project Co-directors Clara Ines Vargas Castellanos. Msc en genetic y Silvia Becerra
Bayona PhD in biomaterials.



SNP MMP9- 1562 C/T Y TIMP1 372 T/C EN SEPSIS 17

1. IDENTIFICACION Y PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

En la actualidad, pese a los distintos avances que se han alcanzado en el manejo clinico, y del
mayor entendimiento de la fisiopatologia de la sepsis, la mortalidad en los pacientes se mantiene
elevada (46% en sepsis y 82% en choque séptico) (Zanon et al., 2008); incluso, sigue teniendo
impacto en la salud publica global ya que se presentan anualmente 18.000.000 de casos nuevos
de sepsis por afio en el mundo (Esteban et al., 2007; Lagu et al., 2012). En Colombia, se ha
reportado una mortalidad cercana al 38% que aumenta al presentarse choque séptico (Rodriguez

etal., 2011).

La sepsis es un proceso de reaccion inmune excesivo, inducido por un agente infeccioso, que
puede ocasionar la muerte por la disfuncion organica que se presenta, afectando principalmente
6rganos como, los pulmones y el corazén (Kim & Hong, 2016). Los pacientes con disfuncion
cardiaca secundaria a sepsis tienen una mortalidad significativamente mayor (70%) en
comparacion con los pacientes sépticos sin deterioro cardiovascular (Zanotti Cavazzoni et al.,

2010).

Por tal razdn, se hace necesario encontrar un predictor de fase temprana de falla o lesion cardiaca
de tipo aguda en el sindrome séptico para disminuir sus altas tasas de mortalidad, esto se lograra
al encontrar una prueba de tamizaje para detectar biomarcadores genéticos como los

polimorfismos, que permita identificar un evento de mal prondstico, de respuesta aguda en la
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sepsis como lo es la disfuncion cardiovascular en pacientes infectados, para que los clinicos

generen un tratamiento diferencial y disminuir las secuelas, mejorando el prondstico.

Sin embargo, establecer estos predictores ha sido dificil de lograr debido a la heterogeneidad que
existe en el cuadro clinico de los pacientes sépticos (Christaki & Giamarellos-Bourboulis, 2014),
que se ve influenciado por factores que afectan la severidad de este sindrome (Uhle,
Chousterman, Gritzmann, Brenner, & Weber, 2016) como son enddgenos (estado inmunoldgico
del paciente, presencia de polimorfismos genéticos y metabolismo) y exdgenos (agente

etioldgico, sitio de infeccion y presencia de comorbilidades).

Por consiguiente, en la poblacion con sepsis, se deben investigar biomarcadores en genes que
expresen proteinas que intervengan en la fisiopatologia de la sepsis; como la deteccion de
variantes polimorficas sencillas, que modifiquen la expresion fenotipica, que participen en
mecanismos fisiopatologicos transcendentales, como la respuesta inmune, alteraciones de la

coagulacion y en la disfuncion multiorganica (Angus & van der Poll, 2013).

A su vez, en la fisiopatologia de la sepsis se alteran mecanismos genéticos, moleculares y
metabolicos, que son altamente complejos. En este contexto, algunas enzimas como las
metaloproteinasas de matriz extracelular (MMPSs), intervienen en esta fisiopatologia ya que
facilitan i) la degradacion de distintos sustratos biolégicos (como el colageno, elastina y

troponina I, entre otros), que a nivel cardiaco, derivan en una hipertrofia ventricular y dilatacion
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del corazon (Yabluchanskiy et al., 2014), ii) la remodelacién de la matriz extracelular (MEC)
(Elkington, White, Addington-Hall, Higgs, & Edmonds, 2005), iii) el procesamiento de

interleucinas y iv) el reclutamiento de leucocitos.

De las 32 metaloproteinasas conocidas, se estudio la metaloproteinasa 9 (MMP9) que tiene como
sustrato bioldgico la gelatina y el colageno que componen la estructura del corazén, del mismo
modo interviene en distintos mecanismos fisiopatoldgicos como la degradacion del endotelio
vascular, inhibicién de la fuga de calcio, inhibicion de la agregacion plaquetaria, entre otras.
Encontramos que la MMP9 es regulada no solo por el inhibidor tisular 1 (TIMP1), sino también

por distintos mecanismos a nivel transcripcional y post-transcripcional.

Por consiguiente, el funcionamiento inadecuado de algunas de estas dos moléculas podria incidir
en el cuadro clinico del paciente con sepsis, ya que un aumento de estas proteinas puede degradar
distintos sustratos. En este sentido, la expresion fenotipica de TIMP1 y MMP9 puede ser
modificada por variantes genéticas, como polimorfismos, mutaciones y patrones de metilacion.
Sin embargo, los resultados reportados en la literatura no han sido concluyentes, y en algunos
casos son contradictorios, porque no es claro el impacto de los polimorfismo en su expresion
fenotipica (Bojic et al., 2015; Lorente et al., 2014; Nifio et al., 2017; Wang, Zhang, Zhao, Dong,
& Li, 2014). Especificamente, los SNPs MMP9 -1562 T/C y TIMP1 372 C/T, que se han
asociado con sepsis y mortalidad secundaria a sepsis segun el consenso 2001 (Collazos et al.,

2015; Lorente et al., 2013; Martin et al., 2014)
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Por tal razon, se decide que es importante conocer la distribucion alélica y genotipica de estas
variantes en una muestra poblacional colombiana, para determinar posibles factores de
predisposicion o proteccion en este sindrome. Principalmente, en cuadros que comprometen la

expectativa de vida de los pacientes, como la lesion y falla cardiaca secundaria a sepsis.
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2. PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢Existe asociacion entre los polimorfismos SNP MMP9 -1562 C/T y SNP TIMP1 372 T/C con
los niveles plasmaticos de MMP9 /TIMPL1 y disfuncion cardiovascular secundaria a sepsis en una

muestra de poblacion de la ciudad de Bucaramanga?
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3. JUSTIFICACION

El actual tratamiento clinico de la sepsis estd encaminado a aumentar la sobrevida de los
pacientes por medio del manejo de signos clinicos como la hipovolemia (Gotts & Matthay,
2016), en base a las herramientas actuales para predecir la severidad y su diagnostico, como son
las escalas APACHE 11 “Acute Physiology and Chronic Health Evaluation” y SOFA “Sequential
Organ Failure Assessment Score” (Knaus WA, Draper EA, Wagner DP, 1985; Vincent JL,

Moreno R, Takala J, Willatts S, De Mendonca A, Bruining H, Reinhart CK, Suter PM, 1996).

Estas escalas no permiten a los clinicos predecir facilmente y de forma veraz el desenlace de
disfuncion cardiovascular secundaria sepsis, ya que no existen biomarcadores que puedan
predecir un mal prondstico desde la infeccion. Por tal razén y utilizando elementos del método
de clasificacion PIRO “Predisposition, Infection, Response and Organ Failure” (Opal, 2005), se
inicid el estudio de la genética de una enfermedad multifactorial como la sepsis, para detectar
biomarcadores no modificables con la presencia de la sepsis que definan un diagndstico
temprano de un desenlace de alta mortalidad como la disfuncion cardiovascular secundaria

sepsis, para su posterior tratamiento.

Cabe resaltar que para detectar un SNP como un posible biomarcador, los genes investigados en
este estudio MMP9 y TIMP1 deben estar implicados como un sustrato biologico en la

fisiopatologia de la disfuncion cardiovascular secundaria a la sepsis, ya que directamente pueden
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afectar la expresion de su producto y por consiguiente, la actividad de tales proteinas como son
las MMPs, especificamente MMP9 y TIMP1 que en altas concentraciones plasmaticas exacerban
el efecto proinflamatorio originado por el proceso infeccioso, y aumenta la degradacion de
diversos sustratos como proteinas contractiles a nivel cardiaco, incluyendo a las gelatinasas

(Devine, Bicer, Reiser, Velten, & Wold, 2015).

De igual manera, el encontrar un biomarcador genético que se presente antes de que el sindrome
se desarrolle y que sea intrinseco al huésped, no siendo afectado por factores externos, como lo
es la deteccidn de polimorfismos del sistema de las MMPs antes mencionados, dara al sistema
de salud la posibilidad de implementar tamizaje preventivo en poblaciones con elevados factores
de riesgo (infecciones), para tomar alternativas de manejo de tratamiento temprano, atencién

oportuna y personalizada.

Como es conocido, la sepsis es una enfermedad poco investigada en nuestro pais y en
Latinoamérica, por diferentes variables como la dificultad de incluir en los estudios a pacientes
en estado critico. Por consiguiente, investigar en este campo es una oportunidad para dar un
aporte a la comunidad cientifica y clinica con el fin de encontrar biomarcadores geneéticos en
poblacion colombiana que se asocien con disfuncion cardiovascular secundaria a sepsis, para asi

disminuir la brecha de estudios entre paises desarrollados y en desarrollo.
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Dada la importancia de la interaccion entre la MMP9 y TIMP1, se vio necesario revisar en la
literatura el papel de los SNPs del gen TIMP1 con su impacto en falla cardiaca y lesion
miocardica en pacientes sépticos. Encontrando al polimorfismo TIMP1 372 T/C, como un
biomarcador candidato. Lorente et al, encontraron que la presencia del alelo C polimorfico se
relaciona con niveles bajos de TIMP1 (523 ng/mL) en plasma y sobrevida del 76,3%; sin
embargo, en los pacientes con alelo T, se presentan niveles elevados en plasma de TIMP1 (639
ng/mL y sobrevida del 68,3%, p: 0,004) (Lorente et al., 2013). Dando a entender que el alelo

polimorfico tiene un papel protector en el desenlace de muerte en pacientes con sepsis.

En el estudio del SNP MMP9 -1562 C/T en sepsis se encuentra literatura variada. Este SNP se ha
visto asociado a mayor expresion de MMP9 in vitro con el alelo polimérfico T (B. Zhang et al.,
n.d.), al igual que en plasma en los pacientes con sindrome metabolico y alteraciones
cardiovasculares (Yadav et al., 2014; B. Zhang et al., n.d.), pero esta relacion no es clara en
pacientes sépticos. Martin et al, realizaron un estudio multicéntrico en 19 UCI de Espafia y
encontraron que no existia asociacion entre la presencia del polimorfismo de la MMP9 -1562
C/T y el desarrollo de sepsis (p=0,6), (Casos, C= 162 (90%) T= 18 (10%) vs Controles, C= 159
(88,3) T= 11,7) (Martin et al., 2014). Asi mismo, en el trabajo realizado por Collazos et al,
reportan que la presencia del alelo polimdrfico T del SNP MMP9 -1562 C/T se relaciona con
mayor concentracion de MMP9 a nivel plasmatico (p=0,04) en sepsis grave (CC= 547,5 ng/mL

CT= 641,4 ng/mL) (Collazos et al., 2015); sin embargo, estos estudios no fueron concluyentes
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porque el tamafio de la muestra era menor a 90 pacientes, y no incluyeron pacientes con choque

séptico.

En consecuencia, este trabajo dara un soporte para el avance de esta tematica, debido a que se
propone investigar si los polimorfismos MMP9 -1562 C/T y TIMP1 372 T/C tienen un papel
protector o de riesgo en los pacientes que presenten disfuncién cardiaca o lesion cardiaca aguda
subclinica, en una poblacién del Nororiente Colombiano que presenta sepsis o0 choque séptico, lo

cual podré contribuir a aumentar la sobrevida de los pacientes con sepsis en un largo plazo.
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4. MARCO CONCEPTUAL

4.1 SEPSIS

Segun el 111 consenso de sepsis realizado en el afio 2016 (Sepsis-3), la sepsis se define como una
“disfuncion organica causada por una respuesta inmune exacerbada en respuesta a un proceso
infeccioso, que supone una amenaza para la supervivencia del individuo” (Singer et al., 2016),
dando a entender que la sepsis no es solo un proceso de reaccidén inmune excesivo inducido por
un patégeno, sino que presenta efectos inflamatorios, acompafiados de alteraciones en la
coagulacién, a nivel cardiovascular, neuronal, hormonal, energético y metabdlico (van der Poll &

Opal, 2008).

Adicionalmente, Sepsis-3 reemplazé al Sindrome de Respuesta Inflamatoria Sistémica (SIRS) en
la identificacion de los pacientes con sepsis, ya que estos criterios resultan inespecificos por la
variedad de causas que generan estos sintomas (Bone et al., 1992). Por lo cual, el actual consenso
recomienda categorizar a un paciente con sepsis si presenta un puntaje de SOFA mayor de 2
(Tabla 1) y a su vez, se establece como choque séptico cuando se presentan anormalidades
celulares y de los metabolismos subyacentes, que son lo suficiente profundas como para
aumentar sustancialmente la mortalidad, siendo ésta superior al 40% (Abraham, 2016). En el
apéndice A, se incluye un flujograma que facilita al clinico la categorizacion y entendimiento de

la sepsis a partir del consenso del 2016.
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Tabla 1. Parametros para determinar el puntaje de severidad SOFA

27

Puntaje SOFA
Sistema 0 1 2 3 4
Respiratorio

>400 <400 <300 <200 <100
PO2
Renal

<1,2 1,2-19 1-34 3,5-4,9 >5
Creatinina mg/dL
Hepatico
Bilirrubina <1,2 1,2-1,9 2-5,9 6-11,9 >12
mg/dL
Cardiovascular

No hipotension | <70 Dopamina <5 | Dopamina>5 | Dopamina >15
PAM mmHg
Hematol6gicos
Plaquetas cel. | >150.00 <150.00 <100.000 <50.000 <20.000
/mm?3
Neuroldgicos

15 13-14 10-12 6-9 <6

Glasgow

Modificado de Vicent et al (Vincent JL, Moreno R, Takala J,

Bruining H, Reinhart CK, Suter PM, 1996).

Willatts S, De Mendonga A,
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4.1.1 Epidemiologia La sepsis se considera un problema de salud publica a nivel mundial, ya
que se presentan anualmente 18.000.000 de casos nuevos de sepsis por afio en el mundo, segun el
Centro de Control y Prevencion de enfermedades CDC; teniendo una incidencia en Estados
Unidos de 300 casos de sepsis grave por cada 100.000 habitantes, con un costo anual de
aproximadamente 17 billones en el tratamiento de individuos con sepsis (Mayr, Yende, &
Angus, 2014). Aproximadamente la mitad de estos casos ocurren fuera de la Unidad de Cuidados
Intensivos UCI, una cuarta parte de los pacientes fallecen durante su hospitalizacion (Stephen G.
Baum, 2016); en este pais 250.000 personas mueren al afio si presentan sepsis y aumenta la
mortalidad, acercandose al 60%, si presenta choque séptico en paises desarrollados (Gaieski,

Edwards, Kalian, & Carr, 2009).

Aunque en la Gltima década se ha disminuido la brecha que existe entre la prevalencia del
sindrome en paises desarrollados y en via de desarrollo (Dagher, Saadeldine, Bachir, Zebian, &
Chebl, 2015), este evento sigue siendo una causal de alta mortalidad en paises como Colombia.
No obstante, en nuestro pais no existen datos precisos de la prevalencia de este sindrome. Sin
embargo Leodn et al, resaltan cifras importantes, que sugieren una mortalidad a los 28 dias en
pacientes sépticos graves cercana al 21,9% y en choque séptico del 46,6%(A. L. Ledn et al.,

2013).

Ademas, en estudios realizados por Ortiz et al, encontraron que, de los individuos con sepsis, el

51% la presentaron por origen extrahospitalario y el 44% al estar internados en UCI. (Jaramillo-
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Bustamante, Marin-Agudelo, Fernandez-Laverde, & Barefio-Silva, 2012). Asi mismo, en una
investigacion realizada por Pertuz-Mesa et al, encontraron que los principales microorganismos
causales son bacterias Gram negativas en un 76%, y que los focos infecciosos mas comunes son:
el abdominal (30%), seguido del tracto urinario (22%) (Yolima Pertuz-Meza, Celenny Perez-
Quintero, 2016), datos que difieren de los presentados por la CDC, en los cuales se encuentra
como sitios de infeccion mas frecuente: pulmon (35%), tracto urinario (25%), intestino (11%) y

piel (11%).

4.1.2 Fisiopatologia La sepsis esta dado inicialmente por la infeccion causada por un patégeno
en el huésped, por medio de la interaccién del agente etioldgico y de sus patrones asociados a
patogenos (PAMP), como el Liposacarido (LPS) en bacterias Gram negativas, el &cido
lipoteicoico (LPT) en bacterias Gram positivas o el ergosterol en levaduras (Schmidt, Pedersen,
Qiao, & Zahringer, 2011), con los receptores de reconocimiento de patrones (PRR), que son
expresados en la superficie de células del huésped que acttan en el sistema inmune. Estos PRRs,
pueden ser: receptores de tipo Toll, receptores de Lectina tipo C, receptores inducibles de tipo 1

y receptores de oligomerizacion de unién a nucledtidos.

La interaccion entre los PAMPs y PRRs, permite activar las células inmunes (neutrdéfilos,
monocitos y linfocitos), para poder iniciar un efecto proinflamatorio (Selders, Fetz, Radic, &
Bowlin, 2017), el cual puede llevar a una reaccion inflamatoria excesiva, y ocasionar el colapso

cardiovascular y la disfuncion de mdultiples o6rganos, que podrian llevar a una mortalidad
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temprana. Este efecto proinflamatorio se ocasiona principalmente por la translocacion del factor
nuclear NF-KB al nucleo para activar genes especificos que codifican citoquinas cruciales para la
induccion de la inflamacién, como el factor de necrosis tumoral alfa TNFa (induce la secrecion
de otras citoquinas), interleucinas como IL1B (estimula la sintesis de ¢xido nitrico), 1L12
(permite la produccion de células Natural Killer (NK)), IL6 (modula la hematopoyesis) e I1L8

(interviene en la quimiotaxis) (Wiersinga, Leopold, Cranendonk, & van der Poll, 2014).

Las células inmunes (como leucocitos) y células parenquimatosas (epiteliales y endoteliales)
estan implicadas en la respuesta inmune temprana en contra de patdgenos, mediante la liberacion
de mediadores proinflamatorios, principalmente TNFa, con las siguientes funciones: i) estimular
la secrecion de otras interleucinas, ii) inducir mayor produccion de polimorfonucleares, iii)
generar activacion del sistema de complemento y la cascada de la coagulacion e iv) incrementar
la permeabilidad vascular. Estas multiples acciones se caracterizan por producir una lesion
celular que da lugar a la liberacion de patrones moleculares asociados a dafio (DAMPS) de

Organos, y por consiguiente, a su disfuncion (Ito, 2014).

Esta activacion genera alteraciones en la coagulacion que pueden llegar a ocasionar coagulacion
intravascular diseminada CID, como consecuencia de la activacion de la via extrinseca de la
coagulacién y es dado por el factor tisular FT que es producido por distintas células lesionadas
por el dafio colateral del sistema inmune, activando el factor VII de la coagulacién para

finalmente obtener fibrina. Cabe resaltar que por cada célula afectada, la concentracion de los
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complejos de fibrina es directamente proporcional en su disminucion, lo cual produce un
desequilibrio de la homeostasia primaria y secundaria, permitiendo estimulacién de la fibrindlisis
por medio de la plasmina, lo cual genera prolongacién de los tiempos de coagulacion, por el
desgate de las proteinas que interactdan en la coagulacion (Okamoto, Tamura, & Sawatsubashi,

2016).

Es necesario tener en cuenta que la gravedad del cuadro clinico depende de los factores de
virulencia del invasor y de los niveles de mediadores inflamatorios como ¢l TNFa, que se genera
en respuesta del sistema inmune innato por celulas como los macrdfagos (Lever & Sheer, 2010).
Esta respuesta se da para defender al huésped del patdgeno; sin embargo, se genera un dafio
colateral por medio de la generacion de especies reactivas de oxigeno (ROS) y radicales libres
como el 6xido nitrico (NO) que afectan el metabolismo celular, y por consiguiente, las funciones

del organismo (Zapata Ospina, 2011).

Esto genera una migracion celular hacia la fuente de infeccion, en donde ocurre: i) un aumento
de moléculas de adhesion y quimiocinas, ii) la induccién de un efecto pro-coagulante
acompafiado por fibrindgeno, vy iii) la activacion plaquetaria (Saracco et al., 2011). A su vez,
estos aspectos del sistema inmune y de la coagulacion desencadenan: i) una alteracion
metabolica mitocondrial por el gasto energético, ii) disfuncion endotelial que genera
permeabilidad vascular, iii) alteracion en la microcirculacion por trombosis microvascular, iv)

hipotension, y en parte, v) disfuncion multiorganica, por la disminucion de los niveles de
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oxigeno en el tejido (lesion renal, depresion miocardica, disfuncion hepética, encefalopatia,

lesion pulmonar, entre otros) (Sagy, Al-Qagaa, & Kim, 2013).

Una de las moléculas que interacttan en la fisiopatologia de la sepsis, es el 6xido nitrico (ON),
que es un radical libre sintetizado por una variedad de células (polimorfonucleares, plaquetas,
macrofagos, entre otras), que son inducidas por LPS y citoquinas proinflamatorias. ON, regula el
tono vascular al disminuir los niveles de calcio (Caz") a nivel intracelular, evitando la activacion
del complejo miosina/actina, que interviene en la contraccion del corazén (Kenyon & Sandrock,
2009). Otra molécula relevante en la fisiopatologia de la sepsis son las MMPs, que estan
involucradas en la respuesta a dafio celular y la inflamacion, que son activadas por gran variedad
de citoquinas con el fin de generar reparacion celular. Estas enzimas pueden ocasionar un
incremento en la permeabilidad vascular por la degradacion del colageno de la membrana basal
vascular, facilitando la migracion de células inflamatorias y alteraciones del endotelio vascular.
Asi mismo, las MMPs y las TIMPs han sido implicadas en el sistema de coagulacion/fibrinolisis

y en la funcién plaquetaria en la sepsis(Lorente et al., 2014).

Otro mecanismo en la fisiopatologia de la sepsis es la permeabilidad vascular, debido a la
acumulacién del parénquima y liquido intersticial que afecta la funcion de los dérganos, que
generan mayor necesidad de oxigeno tisular y lesionan su microvasculatura, esta fuga vascular

produce un edema tisular, en parte ocasionado molecularmente por la ruptura de VE-cadherina
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por mediadores inflamatorios como las MMPs, que generan ruptura del endotelio vascular

(Flemming et al., 2015).

Adicionalmente, cabe resaltar que en el curso natural de la sepsis se observa inicialmente un
patrén proinflamatorio, y en algunos pacientes en la parte final, se presenta un efecto de
inmunosupresion caracterizado por una elevacion de IL10. En esta Gltima fase intervienen tanto
el sistema inmune adaptativo como el innato y se distingue por: i) apoptosis de células T, células
B y dendriticas, ii) agotamiento de células inmunes, iii) expresion de poblacion de células T
reguladoras, iv) reprogramacion de células presentadoras de antigenos y V) la presencia de
neutréfilos inmaduros sin funciones efectoras a nivel sanguineo (Markwart et al., 2014; van der

Poll & Opal, 2008).

4.1.3 Diagnostico y tratamiento El cuadro clinico de los pacientes varia dependiendo no solo
del sistema afectado y su respectivo dafio, sino también del agente etiologico y la cantidad
circulante del patdgeno. Por ejemplo, es de peor pronostico una infeccion intra-abdominal que
una a nivel del tracto urinario, por la elevada cantidad microbiana que estaria presente en el
tracto intestinal (Uhle et al., 2016). Asi mismo, el cuadro clinico también se ve afectado por los
niveles de mediadores de inflamacion debido a que los pacientes los expresan de forma diferente
por las diversas variantes genéticas que presentan, los que a su vez, pueden tener un efecto

protector o de riesgo (Uhle et al., 2016).
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Los sintomas mas comunes de la sepsis son: alteraciones de la temperatura, disminucion de la
frecuencia cardiaca, hiperventilacion, desorientacion, biomarcadores elevados de infeccion
(leucocitosis, procalcitonina PCT, Proteina C reactiva), alteracion hemodinadmica, entre otros

(Martin-Ramirez, Dominguez-Borgua, & Vazquez-Flores, 2014).

El tratamiento general en la sepsis se basa inicialmente en proporcionar restauracion
cardiopulmonar (liquidos intravenosos, vasopresores, terapia e oxigeno, ventilacion mecanica,
segun sea necesario) y se mitigan las amenazas inmediatas de infeccion no controlada
(Hotchkiss, Richard S and Karl, 2002) . Particularmente, los microorganismos se aislan y
cultivan con el fin de seleccionar el tratamiento mas adecuado y disminuir el avance de la
infeccion, no obstante, los métodos de cultivo presentan una limitante de tiempo, y en algunos de
los casos, la identificacion de los microorganismos es dificil (Phua et al., 2013). Por
consiguiente, los clinicos inician inmediatamente con terapia antimicrobiana empirica, y el
paciente es trasladado a UCI, para centrase en el seguimiento y vigilancia de la funcion de

organos (Rhodes et al., 2017).

4.2 DISFUNCION CARDIACA EN SEPSIS

La disfuncion cardiaca se ha definido en numerosas investigaciones clinicas como una

disminucion reversible de la fraccion de eyeccion de ambos ventriculos, con dilatacion

ventricular y menor respuesta a la reanimacion con liquidos y catecolamina (Antonucci et al.,
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2014). Cabe resaltar que el corazon es el 6rgano méas afectado en la sepsis ya que ocurre
depresion miocardica y deterioro del musculo cardiaco (Aneman & Vieillard-Baron, 2016), y
segun estudios en modelos animales, la disfuncion cardiaca en sepsis se asocia por un efecto
proinflamatorio, alteracion de la energia a nivel metabolico y atenuacion de la sefializacion

adrenérgica (Room, Lauderdale, & Goldberg, 2015).

La depresion cardiaca es ocasionada en parte por la lesion o muerte de cardiomiocitos, por
toxinas, DAMP, trampas extracelulares de neutréfilos (NET) y
factores depresores del miocardio como: IL1, IL6, TNFa, LPS, MMP9 y componentes de la via
del complemento (Lv & Wang, 2016). Un desencadenante son las citoquinas; por ejemplo, en un
estudio realizado por Kurnar et al, se concluy6 que la combinacion de TNFa e IL1 B es
cardiodepresivo (Kumar et al., 1996), ya que al administrar TNFo recombinante a modelos
animales se provoca fiebre, acidosis lactica, cambios hemodinamicos e incluso la muerte (Kumar
et al.,, 1996). Por lo tanto, varios factores podrian influenciar en el inicio de la disfuncién

miocardica inducida por la sepsis a través de la activacion de citoquinas y liberacion de ON.

Se ha demostrado que el ON puede alterar la respiracion mitocondrial (Kingdom et al., 2017), al
suprimir tanto el acido graso, como la oxidacion de la glucosa, generando agotamiento del ATP
(Larche et al., 2006). En consecuencia, al ser el corazon un drgano rico en mitocondrias que no
solo estan involucradas en la provision de energia sino también en la regulacién del Caz*

intracelular, asociada con la contraccion cardiaca, su desregulacién contribuye a la disfuncion del
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miocardio y aumenta los niveles totales de Caz" del reticulo sarcopldsmico y la sensibilidad del
miofilamento cardiaco al Ca2" (Merx & Weber, 2007). Un desequilibrio de tal molécula ocasiona

disfuncion cardiaca en respuesta contra la sepsis.

Uno de los mediadores depresores miocardicos estudiado en sepsis es la MMP9. Se ha
demostrado que en la aorta de ratas bajo infusion de LPS, el aumento de los niveles de MMP9 y
TIMP1 se correlaciona con la pérdida del tono vascular, efecto que se revierte parcialmente tras
la administracion de inhibidores exdgenos de las MMPs (M M Lalu, Cena, Chowdhury, Lam, &
Schulz, 2006). De igual forma, la MMP9 se ha visto asociada a nivel cardiaco en la arritmia
ventricular en ensayos in vivo; especificamente, al inhibir esta enzima se previene la fuga de Ca2*
del reticulo sarcoplasmico, lo cual disminuye la contractilidad del corazon (Prathipati, Metreveli,

Nandi, Tyagi, & Mishra, 2016; Wagner et al., 2006).

De igual forma,MMP9 esta involucrado en el proceso de miocarditis por un aumento de
infiltrados inmunes a nivel cardiaco (Gutierrez et al., 2008). Sin embargo, no fue sino hasta el
afio 2003 que Lalu y colaboradores estudiaron la posible relacion entre lo mencionado
anteriormente y las MMPs (Manoj M. Lalu, Gao, & Schulz, 2003). Lalu et al, encontraron que el
LPS induce disfuncién cardiaca asociada a menor actividad de MMP2 y liberacion de MMP9 en
corazones de murinos, observando que los inhibidores preservan la funcion mecénica cardiaca
durante el choque séptico. No obstante, en disfuncion cardiovascular en sepsis, la mayoria de los

estudios se han realizado en modelos animales y su fisiopatologia no esta clara.
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Cabe resaltar que el miocardio normal posee varias proteinas de MEC, incluidas colageno,
lamininas y fibronectina, las cuales juegan un papel en el rendimiento fisioldgico del corazon. El
colageno, la proteina de la MEC mas abundante, forma una red compleja para proporcionar
estructura tridimensional y resistencia a la traccion de las fibras del musculo cardiaco. Por lo
tanto, las colagenasas como la MMP9 que se almacenas en los neutrofilos pueden degradar tales

componentes generando infiltrados en el miocardio e inestabilidad del parénquima del corazon.

4.2.1 Biomarcadores de disfuncion miocardica inducida por sepsis Se ha demostrado que los
niveles plasmaticos de BNP y NT-proBNP estan elevados en pacientes sépticos (Altmann et al.,
2010), y que se asociaron con depresion miocardica y mayor mortalidad de pacientes con sepsis
(Turner et al., 2011). Estos hallazgos sugieren que los niveles plasmaticos de BNP y NT-proBNP
representan marcadores confiables para la identificacion de disfuncion miocéardica inducida por
sepsis (SIMD) (Lv & Wang, 2016). También se ha demostrado que los niveles plasmaticos de
troponina | se comportan como un marcador sensible y especifico de SIMD. Aunque los
mecanismos subyacentes a la liberacion de troponina | durante la sepsis aun no estan claros, se
encontraron concentraciones plasmaticas aumentadas de troponina | en pacientes sépticos, y se
asociaron exclusivamente con disfuncion del ventriculo izquierdo y con lesion cardiaca (Altmann

etal., 2010).

4.2.2 NT-proBNP EI propéptido natriurético cerebral N-terminal (NT-proBNP) circula a nivel

sanguineo como un subproducto de la parahormona BNP. Es liberado principalmente por células
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miocardicas localizadas en los ventriculos, estimuladas por el aumento de la presion o del
volumen auricula-ventricular, que conlleva a un estiramiento de la pared cardiaca (Ozcan et al.,
2017). Esta sobrecarga en las paredes del corazon induce la liberacion de los pre-propéptidos y al
mismo tiempo se inicia la transcripcion de genes asociados con BNP (Booth et al., 2014). Su
incremento andmalo se encuentra asociado a falla cardiaca, debido a la distencion de las paredes
cardiacas; por tal razon, mayores niveles de este marcador se relacionan con aumento del gasto

cardiaco y un posible predictor de mortalidad en sepsis.

4.2.3 Troponinal Es una subunidad del complejo de troponina que hace parte de las
miofibrillas que generan la contraccion cardiaca, compuesto por tres subunidades (troponina C,
troponina T y troponina 1). Cada componente tiene una funcion para permitir la contraccion
cardiaca, la subunidad 1 es especifica para el musculo cardiaco e inhibe la interaccion entre la
miosina con la actina mediado por el Ca2*. Su medicion facilita identificar una enfermedad

cardiaca de tipo agudo Yy la estratificacion de lesion en el miocardio (Rahman & Broadley, 2014).

4.3 METALOPROTEINASAS DE MATRIZ

Las MMPs son proteasas dependientes de zinc, que tienen como funcion principal la degradacion
de la MEC del tejido conectivo, pero en la actualidad también se considera como una molécula
que interviene en procesos de lesion tisular e inflamacion (Birkedal-Hansen, Moore WG, Bodden

MK, Windsor LJ, Birkedal-Hansen B, DeCarlo A, 1993). En la mayoria son extracelulares y se



SNP MMP9- 1562 C/T Y TIMP1 372 T/C EN SEPSIS 39

secretan como proenzimas, activadas por mediadores inflamatorios como la citoquina TNFa

(Bradham et al., 2002).

Las MMPs tienen regiones conservadas como: i) la region propéptido, que dirige la proteina
hacia el reticulo endoplasmatico, ii) el sitio catalitico para generar proteolisis, y iii) la region tipo
hemopexina, donde ocurre la unién a su sustrato y su inhibicién (Page-McCaw, Ewald, & Werb,
2007). Las MMPs presentan una estructura general que puede variar en los sitios ya
mencionados; por ejemplo, en el dominio catalitico, en el dominio hemopexina o en el dominio
transmembrana, si lo presenta (Nagase, Visse, & Murphy, 2006); ademas, contienen extremos
amino-terminal y carboxi-terminal, que interaccionan con los inhibidores tisulares TIMPs. La
literatura ha mencionado al menos 32 tipos de MMPs, sin embargo, solo 16 con importancia

clinica las cuales pueden ser clasificadas segun la tabla 2, dependiendo del sustrato que degraden.

Tabla 2 Clasificacidn de las metaloproteinasas, segun el sustrato degradado.

Clasificacion Metaloproteinasas
Gelatinasas MMP9 y MMP2
Colagenasas MMP1, MMP8 y MMP13
Estromieliminasas MMP3, MMP10 y MMP11
Matrilisinas MMP7 y MMP26
Metaloproteinasas de MMP14, MMP15, MMP16, MMP24, MMP17 y
membrana MMP25
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Las MMPs permiten no solo el equilibrio de la matrix extracelular en diversos tejidos (Caley,
Martins, & O’Toole, 2015), sino también regulan la liberacién de citoquinas y factores de
crecimiento (Braundmeier & Nowak, 2006), ademas interviene en los procesos de angiogénesis
y quimiotaxis. Por lo cual, las MMPs intervienen en diversas patologias, tales como: artritis
reumatoide (Burrage, 2006), enfermedad periodontal (Sapna, Gokul, & Bagri-Manjrekar, 2014),
cancer (Gialeli, Theocharis, & Karamanos, 2011), sepsis (Serrano-Gomez et al., n.d.),
insuficiencia cardiaca (Spinale & Villarreal, 2014), arterioesclerosis (Vacek et al., 2015), entre

otros.

4.3.1 Metaloproteinasa de matriz extracelular 9 La MMP9 degrada directamente las proteinas
de la MEC como gelatina y coladgeno asi como tambien otras moléculas como plasmindgeno
(Ugarte-Berzal, Vandooren, Bailon, Opdenakker, & Garcia-Pardo, 2016). Asi mismo, activa
citoquinas y quimiocinas para regular la remodelacion tisular en un amplio espectro de procesos
fisiologicos y fisiopatologicos como la inflamacion y la fibrosis (Sachwani et al., 2016;

Yabluchanskiy et al., 2014).

La MMP9 es secretada por una gran cantidad de tipos celulares, incluidos polimorfonucleares,
macrofagos y fibroblastos. Por ejemplo, los neutrofilos producen multiples proteasas, tales como
serina proteasas (elastasa, catepsina G y proteinasa 3), MMPs (MMP8 y MMP9) y activador del
plasminogeno uroquinasa (UPA) (Tschesche, Zolzer, Triebel, & Bartsch, 2001). Todas las

proteasas liberadas de los neutrofilos promueven la activacion de MMP9, ademas es sintetizada
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durante la diferenciacion de granulocitos en la médula 6sea. En humanos, la MMP9 en
neutrofilos estd unida covalentemente a la lipocalina, que la protege de la degradacion

proteolitica (Di Carlo, 2013).

De otra parte, la MMP9 es una proteina clasificada como gelatinasa, denominada gelatinasa B,
que presenta un peso molecular de 92 kDa; sin embargo, al ser un zimégeno y al estar activa
presenta un peso molecular de aproximadamente 88 kDa (Dollery, McEwan, & Henney, 1995).
Su estructura principal esta compuesta por un dominio NHz-terminal, un dominio catalitico con
dos sitios de zinc, cinco iones de Ca2*y fibronectina tipo Il, un dominio de enlace y un dominio
de tipo hemopexina COOH-terminal (Nagase H, Ogata Y, Suzuki K, Enghild JJ, 1991; Nagase et

al., 2006).

La regulacion de la MMP9 puede darse por cuatro razones, como: I) bloqueo de la transcripcion,
lo cual disminuye la concentracion de ARNm, Il) homeostasis de sus activadores como el
TNFa, III) la unién de TIMP1 en el sitio catalitico a través de sus dominios COOH-terminales
(Pereda et al., 2000) y 1V) interaccion en el aparato de Golgi, lo cual no permite su secrecion

(Roderfeld et al., 2007).

4.3.2 Polimorfismo MMP9 -1562 C/T La regién -1562 del gen de MMP9, ubicado en el
cromosoma 20 de la region promotora (20q13.12), que se ha reportado como un sitio de unién de

factores de transcripcion que aumentan la expresion del gen., En esta posicion, se ha indicado la
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presencia del SNP rs3918242 (MMP9 -1562 C/T), que se genera al sustituir un nucleétido de
citosina (C) por uno de timina (T). Cuando se presenta el alelo C, la tasa de transcripcion
disminuye debido a que se inhibe la unién de los factores de transcripcion; por lo tanto, la
presencia del alelo polimérfico T genera mayor expresion de MMP9 a nivel sanguineo (Opstad,
Arnesen, Pettersen, & Seljeflot, 2014; Yadav et al., 2014). Este polimorfismo se ha asociado
tanto con el desarrollo de enfermedades cardiovasculares (ateroesclerosis y disfuncion
endotelial), como con alteraciones en la migracion celular y el sistema inmunoldgico, que
podrian cambiar el desenlace en la sepsis (Chen et al., 2013; B. Zhang et al., n.d.; Z. Zhang et al.,

2015).

4.3.3 Inhibidor tisular TIMP1 Es una proteina que contiene dos dominios (N-terminal y C-
terminal) conformados por enlaces disulfuro. El inhibidor TIMP1 es similar en un 40% de su
estructura a las proteinas que conforman la familia de los TIMPs (TIMP1, TIMP2, TIMP3 y
TIMP4). Este inhibidor es un receptor encargado de regular los niveles de metaloproteinasas
conocidas como: i) colagenasas, ii) gelatinasas y iii) proteoglicanasas, por medio de distintos
mecanismos: 1) a nivel transcripcion, I1) evitando la protedlisis de la MMPs para su activacion,
I11) degradacion al ser secretadas las MMPs y principalmente 1V) por el bloqueo de la

degradacion del sustrato al unirse al dominio hemopexina (Brew, K., & Nagase, 2010).

4.3.4 Polimorfismo TIMP1 372 T/C El gen que codifica TIMP1 fue descrito por Andrew

Docherty et al, en el afio de 1985. Esta localizado en el brazo corto del cromosoma X (Xp11.3-
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p11.23) y posee seis exones, dentro del gen de la Sinapsina I (SYN 1) (Krex et al., 2003). Al
expresarse el inhibidor TIMP1 se regula la produccion de diferentes metaloproteinasas
relacionadas con los mecanismos de migracion celular, respuesta inmune, angiogénesis, fibrosis

y alteracion de la coagulacién (Lorente et al., 2013; M. J. W. Meijer et al., 2007; Powell, 2006).

El gen de TIMP1 puede presentar diferentes polimorfismos, siendo uno de ellos el polimorfismo
rs 4898 (TIMP1 372 T/C), localizado en el exén 5 (Krex et al., 2003). Particularmente el
polimorfismo en mencion, en la enfermedad intestinal inflamatoria, los individuos hombres que
no portan el polimorfismo (presentan el alelo T), tienen una mayor susceptibilidad a expresar
bajos niveles de TIMP1 en el tejido inflamado, que podria provocar un aumento de MMPs, y
ocasionar: i) deterioro de la barrera intestinal, y ii) aumento en la migracion celular. Por tanto,
este polimorfismo podria tener un rol protector en las personas que presenten esta enfermedad,
ya que las mujeres con este genotipo fueron menos propensas al desarrollo de fistulas durante el
seguimiento (41,4% vs 68,3%, p = 0,025) (M. J. Meijer et al., 2009; M. J. W. Meijer et al.,

2007).

Por otra parte, se ha encontrado que los pacientes con sepsis (que presentan el alelo C del
polimorfismo TIMP1 372 T/C,) tienen una mayor sobrevida. Especificamente, estos pacientes
tienen elevados niveles de TIMP1 en plasma, posiblemente por el rol MMP9/TIMP1, que
podrian afectar directamente los procesos inflamatorios y de coagulacion, por la posible

actividad proteolitica (Lorente et al., 2013).
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4.4 ESTUDIO DE GENETICA DE POBLACIONES EN SALUD

La Genética de poblaciones, es una herramienta util que le da pertinencia al estudio de SNPs en
asociacion al desarrollo de una enfermedad mendeliana o multifactorial (Vizmanos, 2014). Tal
estudio consiste en analizar y describir la variabilidad existente en la composicion genética de los
diferentes grupos humanos comparados por las frecuencias genéticas o alélicas (Ralethford JH,
2012). Ademas, se interesa por conocer las causas determinantes de dicha variabilidad, a través
del andlisis de los procesos como mutaciones, miscegenacion, flujo genético y deriva genética,
que operan sobre la estructura genética de una poblacién a lo largo de las generaciones, que

originan el equilibrio genético (Hartl DL, 2000) .

Diversidad de estudios usan esta area de la genética para realizar estudios sobre suceptibilidad a
enfermedades multifactoriales. En la actualidad se presentan estudios de analisis de SNPs con
asociacion de desenlaces en poblacion colombiana, estudiando distintas enfermedades como:
hipertension arterial esencial, sindrome metabdlico, accidente cerebrovascular, pre-eclampsia y
sepsis, entre otros(F. J. Leon et al., 2012; Mora-Garcia, Ruiz-Diaz, Gomez-Camargo, & Gomez-
Alegria, 2017; Péez et al., 2013; Rugeles, Montoya-ruiz, Bedoya, & Velilla, 2016; Velasquez

Pereira, Leydi Carolina; Vargas Castellanos, Clara Ines; Silva Sieger, 2016).

Existen aspectos que influyen en las asociaciones genéticas y que surgen con frecuencia, los

cuales se definen como:
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Polimorfismo de nucledtido sencillo:  Variante de nucleétido sencillo en una region
determinada de un gen, que tiene una prevalencia mayor al 1% de la poblacion.

Flujo genético: Es el proceso de transferencia de genes de una poblacién a otra e implica la
dispersion de nuevas variantes genéticas entre poblaciones diferentes.

Deriva genética: Consiste en cambios en las frecuencias génicas debidos a que los genes de una
generacion dada no constituyen una muestra representativa de los genes de la generacion
anterior.

Enfermedad mendeliana: Desenlace patolégico ocasionado por un defecto monogénico.
Enfermedad multifactorial: Desenlace patoldgico desencadenado por la combinacion de
multiples factores ambientales y mutaciones en varios genes, generalmente de diferentes
cromosomas.

Estructura genética: Es la distribucion de la variacion genética, (frecuencias génicas o alélicas)
dentro y entre poblaciones. Se mide por la diferenciacion genética y se ve afectada por la
interaccion entre las fuerzas evolutivas.

Miscegenacion: Mezcla de tres troncos raciales en una poblacion.
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5. OBJETIVOS

5.1 OBJETIVO GENERAL

Analizar la asociacion de los polimorfismos SNP MMP9 -1562 C/T y SNP TIMP1 372 T/C con
los niveles plasmaticos de MMP9/TIMPL y con disfuncion cardiovascular secundaria a sepsis en

una muestra de poblacién colombiana.

5.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Genotipicar los SNP MMP9 -1562 C/T y SNP TIMP1 372 T/C utilizando la técnica de
restriccion enzimatica RFLP.
2. Determinar las frecuencias genotipicas y alélicas de los polimorfismos MMP9 -1562 C/T y

TIMP1 372 T/C y su asociacion en sepsis.

3. Identificar la relacion fenotipica entre los SNP MMP9 -1562 C/T, SNP TIMP1 372 T/C con la

concentracion plasmatica de MMP9 y TIMP1 en pacientes septicos.

4. Clasificar la poblacion con sepsis 0 choque séptico que presenten lesion o falla cardiaca aguda
subclinica por medio de la cuantificacion de biomarcadores bioquimicos: Troponina | y NT-

ProBNP, respectivamente.

5. Analizar la asociacion entre los polimorfismos SNP MMP9 -1562 C/T y SNP TIMP1 372 T/C

con falla cardiaca subclinica de tipo agudo en pacientes sépticos.
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6. MATERIALES Y METODOS

6.1 TIPO DE ESTUDIO

Esta investigacion es clasificada como un estudio de corte transversal analitico-anidada en una
cohorte, la poblacion fue captada durante los afios 2008-2013 en dos proyectos de investigacion
denominados G-SEPSIS y MACDYS, financiados por Colciencias y dirigidos por el grupo de
investigacion Mediadores Inflamatorios y Enfermedad (MINEN) de la Universidad Auténoma de
Bucaramanga UNAB. La poblacién se reclasifico en dos grupos, i) 270 con presencia de sepsis,
segun el consenso Sepsis-3 (Ver tabla 1) y ii) 270 individuos sin criterios de sepsis segun el
consenso de Sepsis-3, pero con sospecha de presentar un proceso infeccioso. Cabe resaltar que

en el seguimiento de 28 dias los individuos de este grupo no presentaron sepsis.

6.2 POBLACION DE ESTUDIO

La poblacion de estudio se selecciono a partir de una cohorte de 664 individuos (G-SEPSIS y
MACDYS), que fueron captados en distintos centros hospitalarios del area metropolitana de
Bucaramanga: Hospital Universitario de Santander HUS, Clinica los Comuneros, Clinica
Chicamocha y Fundacion Oftalmoldgica de Santander FOSCAL. Cada participante o un familiar
cercano autorizd. el uso y almacenamiento de las muestras bioldgicas para investigaciones

futuras.
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De los 664 individuos se escogieron 270 pacientes con sepsis y 270 individuos infectados sin
sepsis. La seleccion de la muestra fue de tipo no probabilistico, como lo muestra el apéndice B.
Para el calculo del tamafio de muestra se tuvo en cuenta la prevalencia de disfuncién cardiaca en
sepsis (41,5%) (Romero-Bermejo, Ruiz-Bailen, Gil-Cebrian, & Huertos-Ranchal, 2011) y el
porcentaje de presentacion del alelo de menor frecuencia, que correspondia al alelo T del SNP
MMP9 -1562 C/T(5,4%) (J.M. Rodriguez-Pérez, n.d.). Esta validacion se realiz6 por estimacion
de una proporcion poblacional con un intervalo de confianza del 95%, obteniendo un poder

estadistico del 95,3% por medio del software EPIDAT 4.2.

Como criterios de inclusion se consideraron: i) ser mayor de 18 afios, ii) presentar sepsis sin
importar la severidad, (SOFA >2) iii) estar internado en cuidados intensivos o urgencias del
centro medico, iv) que las muestras almacenadas en el biobanco de la UNAB, presentaran un
volumen suficiente para los ensayos y con la calidad biolégica adecuada. Fueron excluidos i)
pacientes gestantes, ii) pacientes con enfermedades inflamatorias crénicas como enfermedades
autoinmunes y cancer, iii) pacientes inmunosuprimidos (uso de agentes inmunosupresores, 0
sindrome de inmunodeficiencia adquirida), iv) aquellos que cursaban con el diagnostico de sepsis

0 choque septico por mas de 72 horas y iv) pacientes con una condicion cardiaca subyacente.
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6.3 VARIABLES DE ESTUDIO

Se uso la base de datos de la cohorte de pacientes sépticos (G-SEPSIS y MACDYS) bajo la
custodia del grupo de investigacion MINEN y contando con la autorizaciéon del director del
grupo de investigacion (apéndice C). Se us6 el puntaje de las escalas (SOFA), las caracteristicas
epidemioldgicas y clinicas como: sexo, raza, edad, foco infeccioso, presion arterial media,
servicio de ingreso y mortalidad a los 28 dias de seguimiento. En la tabla 3 observamos en

detalle las variables utilizadas durante el estudio y el uso cientifico de cada una.

Tabla 3. Variables analizadas.

Nombre de
Definicién Operacional Tipo de variable
Variable Uso
Variable biolégica que divide Conocer la
los individuos en Femenino o distribucion del
Cualitativa nominal
Sexo Masculino, segln el género, para
dicotomica
repositorio de la historia implicaciones
clinica geneticas y clinicas
Mediana de edad
en presencia de
Tiempo en afios de vida
Edad Cuantitativa discreta sepsis y para los
cumplidos
respectivos analisis
estadisticos
Raza Grupo étnico por el cual sienta | Cualitativa nominal Implicaciones en el
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Nombre de
Definicién Operacional Tipo de variable
Variable Uso
pertenencia el individuo de | policotémica analisis genético
estudio
Focos infecciosos: 1) Para conocer
Infeccion del tracto Urinario, implicaciones
2) Infeccion intrabdominal, 3) | Cualitativa nominal | epidemioldgicas
Tipo de infeccion
Infeccion de tejidos blandos, | policotémica
4) infecciébn del tracto
respiratorio
Conocer el
Establecer si  durante el
Cualitativa nominal | porcentaje de
Mortalidad seguimiento de 28 dias fallece
dicotdmica mortalidad en la
el paciente o no
poblacién
Puntaje  establecido  para Determinar la
determinar la severidad vy presencia de sepsis
diagnostico en pacientes con segln el consenso
estado critico (Vincent et al, Sepsis-3
1996). Esta escala se
Escala SOFA Categorica
determiné evaluando:

funciones que al empeorar se

aumenta el porcentaje de
mortalidad, capacidad
respiratoria, coagulacion,
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Nombre de
Definicién Operacional Tipo de variable
Variable Uso
funcionamiento hepético,
hemodindmico, sistema
nervioso central y renal
Determinar la
asociacion de los
Cuantificacion de la expresion
SNPs con  su
MMP9 fenotipica de los niveles de | Cuantitativa continua
expresion
metaloproteinasa 9 en plasma
fenotipica, objetivo
3
Determinar la
asociacion de los
Cuantificacion de la expresion
SNPs con  su
TIMP1 fenotipica de los niveles de | Cuantitativa continua

TIMP1 en plasma

expresion

fenotipica, objetivo

3
Genotipo del polimorfismo Establecer el
Cualitativa nominal
SNP MMP9 -1562 clasificado teniendo en cuenta objetivo 1 y 2 del
policotémica
TIC del alelo mutado: 1) CC, 2) estudio
TT,3) TC
Genotipo del polimorfismo Establecer el
Cualitativa nominal
SNP TIMP1 372 C/T clasificado teniendo en cuenta objetivo 1 y 2 del
policotémica

del alelo mutado: 1) CC, 2)

estudio
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Nombre de
Definicién Operacional Tipo de variable
Variable Uso
TT,3)CT
Clasificacion mediante la guia Establecer el

Presencia de lesion
miocardica aguda y
falla cardiaca
subclinica, por medio
de puntos de cortes de

biomarcadores

cardiacos

del Colegio Americano de
Cardiologia, cuantificado por
medio de los biomarcadores
bioquimicos Troponina | vy
NT-ProBNP 1) Presencia: >
0,1 ng/mL o > 300 pg/mL 2)
Ausencia: <0,1 ng/mL o <300

pg/mL

Cualitativa nominal

dicotémica

objetivo 4y 5 de la

investigacion

6.4 MUESTRAS BIOLOGICAS

Las muestras que se usaron en el estudio fueron tomadas de una cohorte de pacientes con sepsis

obtenidas por el grupo de investigacion MINEN durante sus investigaciones previas, cabe

resaltar que los individuos o su familiar mas cercano por medio de la firma del consentimiento

informado aceptaron su respectivo almacenamiento y el uso del material biolégico para

investigaciones futuras (suero, plasma y ADN). Las muestras se transportaron manteniendo la

cadena de frio al Laboratorio de Microbiologia de la Facultad de Ciencias de la Salud de la

Universidad Autonoma de Bucaramanga UNAB. El material biologico fue almacenado en el
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biobanco de la UNAB en viales previamente identificados por seriales a -80 °C con su respectiva

cadena de custodia. Las muestras se procesaron en los laboratorios de esta universidad.

6.5 DETECCION DE LOS POLIMORFISMOS DEL GEN TIMP1Y MMP9

Los dos polimorfismos se detectaron por la técnica RFLP “Restriction Fragment Length

Polymorphism”, que consiste en la deteccion del SNP al usar enzimas de restriccion que generan
fragmentos de diferente tamafio de ADN dependiendo de la presencia del polimorfismo, y
visualizados por medio de electroforesis en gel de agarosa. Cabe resaltar que los ensayos se
realizaron en cabina de bioseguridad teniendo en cuenta los respectivos protocolos de asepsia y
bioseguridad del Laboratorio de Genética y Biologia Molecular de UNAB. Ademas, para cada
ensayo se uso un control positivo (muestras con genotipo confirmado, detectado por repeticion),
con el fin de garantizar que las condiciones de reaccion fueran las adecuadas, y un control
negativo, para garantizar que no hubo contaminacién de reactivos o contaminacion cruzada. Asi
mismo, para aumentar la validez del estudio y disminuir los sesgos, méas del 50% de las muestras
se reprocesaron para validar el genotipo, por una de las siguientes razones: i) bandas débiles, ii)
bandas no concordantes con la escalera alélica, iii) no concordancia con el control positivo y iv)

contaminacion del control negativo.

6.5.1 Extraccion de ADN  Se realizo a partir de 200 pL de sangre periférica obtenida en tubo

vacutainer con EDTA, por medio del kit DNA blood QlAamp, siguiendo las recomendaciones del


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/probe/docs/techrflp/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/probe/docs/techrflp/
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fabricante (QIAGEN®) y el protocolo establecido por el laboratorio de Genética y Biologia
Molecular UNAB. Se verifico la calidad del ADN por medio de visualizacion en gel de agarosa
al 1%, usando 5 pL del material extraido y realizando electroforesis con un voltaje continuo de

110 voltios por 50 minutos (Protocolo detallado en el apéndice D).

6.5.2 Amplificacion y deteccion del SNP MMP9 -1562 C/T Se realizé amplificacion de la
regién promotora que contiene la posicion del SNP MMP9 -1562 C/T (rs3918242) utilizando la
técnica de reaccién en cadena de la polimerasa (PCR), a partir del ADN de cada individuo,
extraido segun el protocolo establecido. Los cebadores usados fueron validados por medio de la
plataforma Blast, AutoDimer y se realizé PCR in sillico en el Genome Browser UCSC, para
asegurar que los iniciadores estuvieran en la posicion adecuada del SNP a estudiar y su
respectivo genoma (apéndice E). Las secuencias de los iniciadores son las siguientes: forward 5°-
GCC-TGG-CAC-ATA-GTA-GGC-CC-3’ y reverse 5’-CTT-CCT-AGC-CAG-CCG-GCA-TC-
3’, producidos por la casa comercial Bionner (® (Tabla 4). Este ensayo estd basado en el
desarrollo por Feng, et al 2016 (Martin et al., 2014) (Ver apéndice F, para ver detalles del

protocolo validado y estandarizado).
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Tabla 4. Cebadores y enzimas usadas para la deteccién de los SNPs estudiados.

55

Polimorfismo Cebadores Enzima Resultados de Restriccion
F 5 GCC-TGG-TGG-CAC-ATA- Sphl &'
MMP9 -1562 GTA-GGC-CAG-3’ GCATG|C '3 CT TT
cIT R 5 CTT-CCT-AGC-CAG-CCG- 3' C1GTACG cc (435pb, (247pby
GCA-TC-3' 5 (480pb) | 247pb y 188pb) 188pb)
F 5' GCA-CAT-CAC-TAC-CTG- BssSal
TIMP1 372 CAG-TCT-3 CJACGAG 3' TC cc
TIC R 5' GAA-ACA-AGC-CCA-CGA- 3' GTGCT1C TT (175pb,155pb|  (155pby
TTT-AG-3' 5' (175pb) y 20pb) 20pb)

F: Forward, R: Reverse.

Se utiliz6 una concentracion de 0,2 uM de cada cebador en un volumen final de 25 pL de mezcla

de master mix (Thermo Scientific®). Las condiciones para realizar la amplificacién usando el

termociclador MJ Research PTC-100 fueron: 1 minuto de desnaturalizacion inicial a 95 °C; 30

ciclos para su amplificacion (94 °C por 30 segundos para la fase de desnaturalizacién, 58 °C por

30 segundos para la fase de alineamiento y 72 °C por 30 segundos, para la fase de extension) y se

finaliza con 10 minutos, a 72 °C. La amplificacién se verificé por medio de electroforesis en gel

de agarosa al 1% al detectar una banda de 435 pb. El tiempo de corrida fue de 50 minutos con un

voltaje de 110 V, usando una escalera de 100 pb (Promega®).
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Para la deteccion del SNP MMP9 -1562 C/T, se realiz0 restriccion enzimatica con la
endonucleasa Sphl (Thermo Scientific®) a una concentracion de 2 unidades en 10 pL de
amplicén, la mezcla resultante se incub6 por 17 horas a 37°C (Feng et al., 2016). Los fragmentos
resultantes se separaron en gel de agarosa al 2%, se visualizaron en el fotodocumentador Gel
DocTM XR (Biorad®), por medio del software ImagenLab Version 15.2.1 de Biorad®. Los
individuos heterocigotos para el alelo polimérfico (CT) evidenciaron tres fragmentos (435 pb,
247 pb, 188 pb); los homocigotos para el alelo polimérfico (TT) presentaron dos fragmentos
(247 pb, 188 pb), tal restriccion fue verificada por medio de la plataforma NEBcutter (apéndice
E). El control de calidad del ensayo consistid en verificar muestras al azar por otro operador, para
validar los resultados. Para evitar sesgos, se realiz6 repeticién de la genotipificacion por lo

menos del 50% de las muestras.

6.5.3 Deteccion del polimorfismo SNP TIMP1 372 T/C Se realiz6 PCR convencional del exon
que contiene la posicion del SNP TIMP1 372. Se uso el cebador forward 5°-GCA-CAT-CAC-
TAC-CTG-CAG-TCT-3” y el cebador reverse 5’-GAA-ACA-AGC-CCA-CGA-TTT-AG-3’
(Bionner) a una concentracion de 0,4 uM en un volumen final de 25 pL de mezcla de méaster mix
(Thermo Scientific®) verificados con la plataforma Blast, software AutoDimer y se realizé PCR

in sillico en el Genome Browser UCSC (Tabla 4) (apéndice E).

Las condiciones de la PCR al usar el termociclador MJ Research PTC-100 fueron las siguientes:

2 minutos de desnaturalizacion inicial a 94 °C; 30 ciclos constituidos por (94 °C por 30 segundos
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de desnaturalizacion, 55 °C por 30 segundos para la fase de alineamiento y 72 °C por 30
segundos, para la fase de extension), seguido de 5 minutos, a 72 °C (Majsterek I, Markiewicz L,
Przybylowska K, Gacek M, Kurowska AK, Kaminska A, Szaflik J, 2011). La amplificacion se
verifico por medio de electroforesis en gel de agarosa al 2% detectando una banda de 175 pb al
correr por 50 minutos con un voltaje de 110 V, y usando la escalera de ADN de 50 pb
(Promega®). Los detalles del protocolo procesamiento y la validacion se encuentran en el

apéndice G.

La deteccion del SNP TIMP1 372 T/C, se llevo a cabo por medio de la enzima BssSal (New
England Biolabs®) a una concentraciéon de 1 unidad por 10 puL de amplicén y se incubé por 17
horas a 37 °C. Finalmente, los fragmentos resultantes se separaron y visualizaron en gel de
agarosa al 3% usando el fotodocumentador Gel DocTM XR (Biorad) y su software ImagenLab
15.2.1, para el anélisis respectivo de las bandas. En los individuos heterocigotos (TC) se
evidenciaron tres fragmentos (175 pb, 155 pb, 20pb) y en los homocigotos para el alelo
polimorfico (CC) dos fragmentos (155 pb y 20 pb), verificados por la plataforma NEBcutter
(apendice E); cabe resaltar que el fragmento de 20 pb no es observable por la porosidad del gel.
(3% de acrilamida, permite minimo 40 pb). Los ensayos se verificaron por otro operador con
experiencia operativa como control de calidad; se repitieron por lo menos el 50% de las muestras

donde el resultado del genotipo no era claro (bandeo inespecifico).
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6.6 DETERMINACION DE LA CONCENTRACION DE MMP9 Y TIMP1 EN PLASMA

Los niveles de las proteinas MMP9 y TIMP1 en plasma se determinaron por medio del
inmunoensayo ELISA mediante el uso de anticuerpos marcados con una enzima, para permitir la
reaccion antigeno-anticuerpo y revelada mediante la adicion de un substrato que activa la enzima
y origina un color cuantificable. Se usé el kit Quantikine (R&D Systems®) para cuantificar la
proteina MMP9 y su inhibidor TIMP1. Las muestras fueron diluidas segun las indicaciones del
fabricante para conservar la linealidad de la prueba, ademas se usaron los respectivos estandares
de concentracion y proteina recombinante (MMP9 y TIMP1) como control positivo. Su medicion
se realiz6 en un lector de microplacas RT-2100C (Poway®) a una longitud de onda de 450 nm

por duplicado.

6.7 CUANTIFICACION DE BIOMARCADORES CARDIACOS

Los biomarcadores Troponina | y propéptido natriurético cerebral N-terminal (NT-ProBNP)
fueron cuantificadas a partir de suero por un laboratorio clinico externo que cumple con las
normas técnicas y de calidad. La técnica de electro-quimioluminiscencia fue realizada en un
equipo COBAS 6000 (Roche®). Esta técnica se fundamenta en la emision de radiacion
electromagnética producida por una reaccion quimica generada por emision de descargas
eléctricas. Los siguientes valores se tomaron como referencia: < 0,016 ng/mL para Troponina | y

< 35.000 pg/mL para NT-ProBNP.
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6.8 ANALISIS ESTADISTICO

Los andlisis estadisticos se realizaron utilizando el software STATA14® y el software R
STUDIO tomando un valor de p significativo como < 0,05. Ademas, la base de datos se registro
por duplicado y se valido en el software Epiinfo. Asi mismo, se usé el software de genética de
poblaciones Alerquin 3.5 y la plataforma SNPstats para los analisis correspondientes. En los
analisis donde estd implicado el SNP TIMP1 372 T/C, el cual esta ubicado en el cromosoma X se
realiz éste dividiendo la poblacion por género (hombre y mujeres), ya que los hombres solo
tienen un cromosoma X y por tanto solo tendrian un alelo C o un alelo T, se consideran

hemicigotos.

6.8.1 Caracterizacion de la poblacion Se realizo un andlisis de normalidad de los datos de las
variables continuas, por medio del comando (test. shapiro) y (qgnorm) en R STUDIO. Las
variables estudiadas presentaron distribucion no normal, por lo cual se usaron medidas de

tendencia central como la mediana y el rango intercuartil.

En el caso de las variables categoricas se presentaron los datos por medio de proporciones (%).
Para comparar las variables categoricas se uso el estadistico chi cuadrado y para las variables

continuas se realizo la prueba Wilcoxon Mann Whitney en el software R STUDIO.
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6.8.2 Determinacion del modelo de herencia para analisis de asociacion La distribucion
genotipica se comparé entre los pacientes con sepsis y en individuos infectados sin sepsis, por
medio de una regresion logistica demostrado con valor de p y OR(IC95% , teniendo en cuenta
los modelos de herencia: i) modelo dominante, determina si la presencia de un alelo polimorfico
es suficiente para genera riesgo a un evento (se comparan homocigotos y heterocigotos con alelo
polimorfico homocigotos con el alelo silvestre), ii) modelo recesivo, determina que se requieren
dos copias del alelo polimérfico para generar algun riesgo al evento de estudio (homocigoto con
alelo polimorfico vs heterocigoto alelo polimérfico y homocigoto con alelo silvestre) vy iii)
modelo codominante (se comparan los heterocigotos con homocigotos por separado). A partir de
este analisis se determind el mejor modelo para realizar los analisis de asociacion. Se aclara que
para el SNP TIMP1 372 T/C solo se realiza tal analisis en mujeres ya que los hombres solo
presentan un alelo por la ubicacion en el cromosoma X del gen TIMP1. Cabe resaltar que se
eligio un modelo de herencia para cada polimorfismo estudiado con lesion y falla cardiaca; sin

embargo, en el apéndice H se muestran todos los analisis con los tres modelos de herencias.

6.8.3 Frecuencias de los genotipos y de los alelos Se determin0, a través de las frecuencias del
SNP MMP9 -1562 el porcentaje de los genotipos: CC, homocigoto para el alelo silvestre; TT,
homocigoto para el alelo polimorfico; TC, genotipo heterocigoto y los respectivos porcentajes
del alelo T (menos frecuente) y alelo C. Para el SNP TIMP1 372 T/C los porcentajes de las
frecuencias de los genotipos fueron definidos en: TT, homocigoto para el alelo silvestre, CC,

homocigoto para el alelo polimorfico; CT, genotipo heterocigoto y los respectivos porcentajes
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del alelo C (menos frecuente) y alelo T. Tales frecuencias fueron comparadas en los pacientes

con sepsis y los individuos infectados sin sepsis por medio de un chi cuadrado.

6.8.4 Analisis de genética poblacional Se calcularon las respectivas frecuencias genotipicas y
alélicas de los polimorfismos, se estudio si se encontraban en equilibrio de Hardy Weinberg en la
poblacion de estudio por medio del software Alerquin 3.5, por cada polimorfismo y grupo de
estudio. De igual forma, se determiné la frecuencia de los haplotipos por la plataforma SNPstats,
se revisaron los articulos cientificos donde se determinaba la estructura genética en la poblacion

estudiada y se analizaba el desequilibrio de ligamiento por medio de la plataforma SNPstats.

6.8.5 Relacion de los polimorfismos con los niveles plasmaticos de MMP9 y TIMP1 Los
genotipos de los SNPs (MMP9 -1562 C/T y TIMP1 372 T/C) se compararon con los niveles
plasmaticos de MMP9 y TIMP1, respectivamente por medio de la prueba no paramétrica
(Kruskall Wallis) y el post hoc respectivo, para conocer si las variantes de los genes estudiados
en los grupos de pacientes sépticos afectaban los niveles plasmaticos de MMP9 y TIMP1, segun
la presencia del polimorfismo. Ademas, se realizé un analisis con la prueba de chi cuadrado para
tendencias que se utiliz para comparar las prevalencias de genotipos SNP MMP9 -1562 C/T y
SNP TIMP1 372 T/C entre los cuartiles de los valores de MMP9 y TIMP1, para definir si el SNP

tiene un impacto con el fenotipo (altos niveles plasmaticos) de los individuos.
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6.8.6 Asociacion de los polimorfismos con falla cardiaca y lesion cardiaca Se clasifico a los
270 pacientes con sepsis, en ausencia o presencia de lesion cardiaca y falla cardiaca de tipo
aguda por medio de los respectivos puntos de corte de NT-proBNP y Troponina I, en los
siguientes cuatro grupos: Casos, i) presencia de lesion cardiaca (Troponina | > 0,1 ng/mL), n=79
y ii) presencia de falla cardiaca (NT-proBNP > 300 ng/mL), n= 191; Controles, i) ausencia de
lesion miocéardica (Troponina | < 0,1 ng/mL), n= 223 vy ii) ausencia de falla cardiaca (NT-
proBNP < 300 ng/mL) n= 47, con base en la Guia del Colegio Americano de Cardiologia.
Ademas, se hizo una descriptivo de tales poblaciones con estas variables: MMP9, TIMP1, NT-

proBNP y troponina I.

Despues se realizd un analisis bivariado y regresion logistica entre el modelo de herencia
dominante del SNP MMP9 -1562 C/T con el respectivo desenlace de estudio, obteniendo el
estadistico de asociacion OR. Para el SNP TIMP1 372 T/C en mujeres, se realizd el analisis a
partir del modelo de herencia codominante con lo grupos ya mencionados, sin embargo para los
hombres se compard la presencia del alelo C y del alelo T con los desenlaces respectivos. Tales
modelos se determinaron, por medio de un analisis de modelo de herencia mendeliano
dominante, recesivo y codominante. Determinando el ideal de acuerdo al valor de p >

0,05(apéndice H).
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6.9 CONDICIONES ETICAS

El presente estudio se ajusta a los principios cientificos y éticos de acuerdo con la Resolucion
No. 008430 de 1993 del Ministerio de Salud de la Republica de Colombia. Este estudio es
clasificado de riesgo minimo ya que no se realizaron intervenciones directas sobre los pacientes.
Se tomaron los datos de la base de datos de la cohorte (G-SEPSIS y MACDYS) la cual fue
autorizada por el director del proyecto de investigacién y lider del grupo de investigacion
MINEN-UNAB, esta base de datos fue diligenciada a partir de las encuestas, datos clinicos y
paraclinicos de la historia clinica de los individuos y estan codificados para proteger la identidad

de los pacientes.

Los pacientes o su familiar mas cercano dieron autorizacion en el consentimiento informado del
manejo de los datos para estudios futuros, al igual que el uso y almacenamiento del material
bioldgico. Lo anterior ha sido aprobado por el comité de ética de la Universidad Auténoma de
Bucaramanga (Actas 0056/2009 y 0066/2015), Universidad Industrial de Santander UIS (Acta
0012/2014) (Acta 0029/2017) y las distintas entidades hospitalarias que hicieron parte del

estudio.

Durante la ejecucion de todo el protocolo se tuvo en cuenta las normas éticas y cientificas
establecidas para toda investigacion, en donde se promueve y se protege la vida, salud,

integridad, e intimidad de todos los individuos. No se afecto el principio de autonomia, ya que es
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un estudio anidado que usé datos secundarios y los eventos a evaluar ya fueron desarrollados,
ademas no se modifico en su momento la toma de decisiones por parte de los pacientes
involucrados. De igual manera, en ningin momento se afectd el principio de maleficencia y
beneficencia, dado que es un estudio secundario de tipo observacional analitico de una cohorte,
en donde no se produjo dafio hacia los individuos de estudio y el beneficio para este tipo de
pacientes es indirecto y derivado de las ventajas potenciales que podrian resultar de obtenerse
nuevo conocimiento que favoreceria en un diagnostico temprano a los pacientes con sepsis. Cabe
resaltar que el principio de justicia se respetd ya que los individuos no se expusieron a ninguna
situacion de riesgo y menos se sacO ventaja de una situacion de vulnerabilidad. Todo lo anterior
fue basado con la declaracion de Helsinki y el reporte de Belmont, ademas se considera la ley

1581 del 2012 para el adecuado tratamiento de la informacion obtenida de los pacientes.

Finalmente, todos los ensayos fueron realizados bajo el lineamiento del manual de bioseguridad
de la Organizacion Mundial de la Salud, ademas se siguio el proceso de desecho de material
bioldgico y bioseguridad establecido por el Laboratorio de Genética y Biologia Molecular
UNAB donde se realizaron los ensayos, con fin de no afectar al ambiente o individuos que estén

en el entorno.
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7. RESULTADOS

Se caracterizd la poblacién con el fin de conocer que caracteristicas clinicas y demogréficas
presentan, lo cual pretende dar un contexto general de la poblacion estudiada y como se
comportan las variables a estudiar a nivel plasmatico (MMP9, TIMP1, Troponina | y NT-
proBNP), para poder justificar los estudios de variantes genéticas. Luego se realizd extraccion de
ADN, se amplifico y genotipifico, de alli se determinaron frecuencias y posteriormente se
definieron los modelos de herencia, para evaluar la posible asociacion de los SNPs con sepsis. A
continuacion, con el modelo de herencia optimo se analiz6 la asociacion de los polimorfismos
SNP MMP9-1562 C/T y TIMP 372 T/C en eventos como la disfuncion cardiovascular secundaria
a sepsis. Cabe resaltar que de igual manera se realizaron los analisis de los SNPs en disfuncién

cardiovascular secundaria a sepsis con todos los modelos de herencia (apéndice H).

7.1 CARACTERISTICAS DE LA POBLACION CON SEPSIS

270 pacientes sépticos fueron incluidos, el 53,7% (n = 145) presentaban sepsis y el 46,3%
(n=125) choque séptico, con edades comprendidas entre 48 a 75 afios y con mediana de 61 afios,
se destaca que el 50% eran mujeres y el 94,1% (n=254) se sentian pertenecer a raza mestiza. Los
pacientes incluidos se captaron del servicio de urgencias el 71,4% (n=193), del area de
hospitalizacion el 22,9% (n=62) y de sala de cirugia el 5,7% (n=15). En la poblacion estudiada se

determiné como foco infeccioso mas frecuente el tracto urinario 39,3% (n=106), seguido de
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infeccion del tracto respiratorio 28% (n=76), infeccién de tejidos blandos 16,4% (n=44),

infeccion intraabdominal 12,2% (33) y otros menos frecuentes 4,1% (11).

El grupo de infectados sin sepsis presentd un puntaje de SOFA < 2, lo cual concuerda con el
consenso de Sepsis-3, con edades comprendidas entre 43 a 71 afios y con mediana de 57 afios, es
importante mencionar que el 52% eran hombres y el 48% mujeres. En la tabla No.5, se muestran
las diferencias significativas entre los niveles plasméaticos de MMP9, TIMP1 y NT-proBNP; en
particular, los niveles plasméaticos de MMP9 estaban mas elevados en el grupo de infectados sin
sepsis vs el grupo de sepsis (p< 0,001); por el contrario, los niveles plasmaticos de TIMP1
presentaron un comportamiento inverso (p < 0,001). El grupo de pacientes infectados sin sepsis,
presentaron niveles normales de NT-proBNP y Troponina I, lo cual descarta presencia de falla

cardiaca y lesion miocardica aguda a nivel bioquimico.

Tabla 5. Caracterizacion de la poblacion de estudio.

Infectados, sin sepsis
Variables Sepsis (n=270) Valor p
(n=270)
NT-proBNP(pg/mL) * 2099(590-8937) 329,2(153,2-867) < 0,001
Troponina I (ng/mL) 0,1(0,1-0,4) 0,1(0,1-0,1) 0,52
588,6(220,1-
MMP9 (ng/mL) ** 195,5(120-299,6) < 0,001
1298)
TIMP1 (ng/mL) ** 306(170,5-679,2) 847(115,8-1169) < 0,001

**Péptido Natriurético N-terminal, ** Niveles plasmaticos de Metaloproteinasa 9 y del Inhibidor Tisular 1. Se
presentan los resultados con mediana y rango intercuartil. Se realizaron los test Chi cuadrado y Mann-Whitney
Wilcoxon.
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7.2 DETERMINACION DEL MODELO DE HERENCIA PARA LOS ANALISIS DE

ASOCIACION.

Se realiza un analisis con los modelos de herencia y el desenlace sepsis, para determinar el
modelo mas adecuado para presentar los resultados de asociacion de los SNPs estudiados con
lesion miocérdica y falla cardiaca aguda en 270 pacientes con sepsis y 270 individuos infectados
sin sepsis. Ademas, para determinar si los SNPs tiene un impacto inicial en la sepsis y definir si

impacta a un sintoma de este sindrome como la disfuncion cardiovascular.

Para el SNP MMP9 -1562 C/T no se obtuvo un modelo de herencia 6ptimo, por lo tanto, se
eligio el modelo dominante como el mas adecuado por la baja frecuencia del alelo T (0,4%) en
los pacientes con sepsis (Ver tabla 6). Para el SNP TIMP1 372 T/C en mujeres se obtuvo al
modelo de herencia codominante como el mas adecuado, con un p= 0,005. En los hombres por la
ubicacion del gen TIMP1 en el cromosoma X, se realizaron los anélisis teniendo en cuenta el
alelo C y alelo T, por lo cual no se tuvo en cuenta los modelos de herencia (Ver tabla 7). Solo se
encontraron valores significativos al hacer los analisis del SNP TIMP1 372 T/C con sepsis, el
genotipo TC en el modelo codominante con valor de OR 1,48 (1,28-1,81) y en el modelo

dominante TC-CC con OR 1,60 (1,37-1,96).
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Tabla 6. Modelos de herencia para el SNP MMP -1562 C/T.
Sepsis (n, %) Infectados, sin sepsis (n, %) OR (IC
Modelo Genotipo Valor p
n=270 n=270 95%)
CcCc 232 (85,9) 223 (82,6) 1
Codominante cT 37 (13,7) 43 (15,9) 1,21(0,75-1,95) 03
TT 1(0,4) 4 (1,5) 0,50 (0,46-3,3)
CcC 232 (85,9) 223 (82,6) 1
Dominante 0,3
CT-TT 38 (14,1) 47 (17,4) 1,29 (0,81-2,05)
CC-CT 269 (99,6) 266 (98,5) 1
Recesivo 0,2
TT 1(0,4) 4 (1,5) 0,50 (0,46-3,3)
Tabla 7 Modelos de herencia para el SNP TIMP1 372 T/C en mujeres.
Sepsis (n, %) Infectados, sin sepsis n,
Modelo Genotipo OR (IC 95%) Valor p
n=135 %) n=129
TT 51 (37,8) 65 (50,3) 1
Codominant
TC 72 (53,3) 44 (34,2) 1,48 (1,28-1,81) 0,005
e
CC 12 (8,9) 20 (15,5) 1,31 (0,59-2,92)
TT 51 (37,7 65 (50,3) 1
Dominante 0,03
TC-CC 84 (62,3) 64 (49,7) 1,60 (1,37-1,96)
TT-TC 123 (91,1) 109 (84,5) 1
Recesivo 0,09
CcC 12 (8,9) 20 (15,5) 1,88 (0,88-4,02)
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7.3 FRECUENCIAS GENOTIPICAS Y ALELICAS DE LOS POLIMORFISMOS (MMP9

-1562 C/T /TIMP1 372 T/C) Y SU ASOCIACION EN SEPSIS.

La figura No.1 muestra los geles de agarosa con resultados de la genotipificacion que se llevo a
cabo para los dos polimorfismos utilizando la técnica RFLP, lo cual se relaciona con el objetivo
uno de estudio. Los genotipos se determinaron teniendo en cuenta los tamafios de las bandas,
para el SNP MMP9 -1562 C/T son: 435pb, 247pb, 188pb) y para el SNP TIMP1 372 T/C
corresponden a: 175pb, 59 pb, 20 pb. Para cumplir con el objetivo nimero dos se calcularon las
frecuencias genotipicas y alélicas observadas del SNP MMP9 -1562 C/T, se compar6 estas
frecuencias entre el grupo de sepsis con el grupo de individuos infectados sin sepsis, no

encontrando diferencias significativas (p=>0,1), se observan estos datos en la tabla 8.

CE CEItTrF GG CT'M cC € T 7€ 1€ TC 1€ TC 1T 1€ TC 7C

— 435pb

- 247pb  175pb -
18gpb  150pb -

Figura 1. A) Deteccion del polimorfismo MMP9 -1562 C/T, empleando la enzima de restriccion Sphl: B) Deteccion

del polimorfismo TIMP1 372 T/C, empleando la enzima de restriccion BssSal.
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Tabla 8. Frecuencias genotipicas y alélicas observadas del SNP MMP9 -1562 C/T

70

Genotipo Alelos
SNP MMP9 -1562 C/T CcC CT TT C T
Sepsis 85,9% 13, 7% 0,4% 92,7% 7,3%
Infectados, sin sepsis 82,6% 15,9% 1,5% 90,5% 9,5%
Valor p 0,43 0,32 0,23 0,11 0,43

En la tabla 9 se encuentran las frecuencias genotipicas y alélicas del SNP TIMP1 372 T/C en

mujeres siendo comparado los infectados sin sepsis con el grupo de sepsis, obteniendo al

genotipo TC como el mas frecuente en sepsis (53,3 % vs 34,2 %, p= < 0,05). En mujeres el

genotipo TT fue mas frecuente en las pacientes sin sepsis (50,3 % vs 37,8%, p= < 0,05). Este

comportamiento no se observé en el grupo de los hombres. Datos relacionados con el objetivo

numero dos del estudio.

Tabla 9. Frecuencias genotipicas y alélicas del SNP TIMP1 372 T/C

Genotipo Alelos
SNP TIMP1 372 T/C, mujeres TT CcC TC T C
Sepsis 37,8% 8,9% 53,3% 64,8% 35,2%
Infectados, sin sepsis 50,3% 15,5% 34,2% 67,4% 32,6%
Valor p <0,05 0,12 <0,05 0,23 0,12
SNP TIMP1 372 T/C, hombres Alelo C Alelo T TC T C
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Sepsis 66,6% 33,4% 66,6% 33,4%
Infectados, sin sepsis 69,5% 30,5% 69,5% 30,5%
Valor p 0,23 0,43 0,23 0,43

7.4 ANALISIS DE GENETICA POBLACIONAL

Se hicieron otros andlisis de genética de poblaciones para evaluar posibles sesgos de falsa
asociacion. Se calculd las frecuencias de haplotipos entre los dos polimorfismos estudiados,
encontrando en la poblacién de estudio 4 posibles haplotipos (apéndice 1), observandose el
haplotipo CT forma silvestre. Con la mayor frecuencia en los dos grupos (Sépticos e infectados

sin sepsis).

El calculo del desequilibrio de ligamiento (tendencia de dos alelos en dos locis separados de
encontrarse juntos para segregarse) fue igual a D: 0,8; lo que indica que los genes estudiados se
heredan de forma independiente, como era de esperarse por la ubicacion en diferentes

cromosomas.

Para complementar, se prueba que el polimorfismo en la poblacion estudiada SNP MMP9 -1562
C/T cumple las condiciones del equilibrio de Hardy Weinberg p = 0,92 en el grupo de pacientes
con sepsis y p = 0,25 en el grupo de infectados sin sepsis, (apéndice I) por lo que se considera

que con el tamafio de muestra (n) estudiado en una poblacion diploide, con cruces aleatorios, no
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hay mutacion o deriva genética que este afectado las frecuencias observadas de los

polimorfismos.

De otra parte, se realizo el analisis de equilibrio de Hardy Weinberg para el polimorfismo SNP
TIMP1 372 T/C, teniendo en cuenta que esta ligado al cromosoma X, donde se encontrd que la
poblacion no cumple tales condiciones en los dos grupos estudiados (p < 0,05), lo anterior
concuerda con lo esperado ya que los SNPs en el cromosoma X no llegan a un equilibrio en

presencia de pocas generaciones.

Al revisar la literatura, se encontrd, segun Ledn et al, que la poblacién de Bucaramanga no
presenta estructura genética, (Fst= 0,0038), se concluye que no hay sub poblaciones en seis
polimorfismos estudiados y no se afecta los resultados de asociacion con los desenlaces

estudiados(F. J. Lebn et al., 2012).

7.5 RELACION DE LOS NIVELES PLASMATICOS DE MMP9 Y TIMP1, CON SU

RESPECTIVO POLIMORFISMO

Para cumplir el objetivo nimero tres, se analizé el impacto del SNP MMP9 -1562 C/T en los
niveles plasmaticos de esta proteina en pacientes con sepsis, teniendo en cuenta que el SNP se

ubica en la region promotora del gen. En el apéndice J se observa que no se presento diferencias
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significativas entre la presencia o ausencia del alelo T (p=0,48) en los niveles plasmaticos, no

tiene un impacto en la poblacion con sepsis que presenta altos niveles de MMP9.

Tabla 10. Prevalencia de genotipos del SNP MMP9 -1562 C/T en pacientes con sepsis por cuartiles de

niveles plasmaticos de MMP9.

Cuartil 1,
SNP MMP9 Cuartil 2, niveles Cuartil 3, niveles Cuartil 4, niveles
niveles de Valor p
-1562 C/T de MMP9 (67) de MMP9 (67) de MMP9 (68)
MMP9 (68)
CT-TT (n, %) 9(11,3) 8 (11,9) 10 (14,9) 10 (14,7) 0,1
CC (n, %) 59 (88,7) 59 (88,1) 57 (85,1) 58 (85,3) 0,2

Por otra parte, se analiz6 el impacto del SNP TIMP1 372 T/C en los niveles plasmaticos de éste,

en el grupo de pacientes con sepsis, estratificando por la variable género debido a la ubicacion

del SNP en un cromosoma sexual. En el apéndice J se observa que no se encuentran diferencias

significativas en los niveles plasmaticos en los tres genotipos respectivos en mujeres y en los

correspondientes alelos en los hombres, el polimorfismo no tiene un impacto en la poblacion con

sepsis que presenta altos niveles de TIMP1.
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Tabla 11. Prevalencia de genotipos del SNP TIMP1 372 T/C en pacientes con sepsis por cuartiles de

niveles plasmaticos de TIMP1.
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SNP TIMP1 372 T/C Cuartil 1, Cuartil 2, Cuartil 3, Cuartil 4,
Valor p
Mujeres niveles de TIMP1 | niveles de TIMP1 | niveles de TIMP1 | niveles de TIMP1
TT (n, %) 13(34,2) 15(37,5) 9(45,1) 14(37,8) 0,3
CC (n, %) 2(5,3) 4(10) 1(5,0) 5(13,5) 0,5
TC (n, %) 23(60,5) 21(52,5) 10(49,9) 18(48,6) 0,6
SNP TIMP1 372 T/C Cuartil 1, Cuartil 2, Cuartil 3, Cuartil 4,
Valor p
Hombres niveles de TIMP1 niveles de TIMP1 | niveles de TIMP1 | niveles de TIMP1
Alelo T (n, %) 26(72,3) 21(61,7) 22(66,6) 21(65,6) 0,1
Alelo C (n, %) 10(27,7) 13(38,23) 11(33,3) 11(34,3) 0,4

7.6 ASOCIACION DE LOS POLIMORFISMOS CON DISFUNCION CARDIACA Y

LESION CARDICA

Para cumplir el objetivo nimero cuatro, la poblacion con sepsis se categorizd en dos grupos con
presencia o no de falla cardiaca y con lesion cardiaca o sin lesion cardiaca, teniendo en cuenta el
punto de corte de NT-proBNP y troponina I, encontrando 79 pacientes con lesion cardiaca y 191
sin lesion cardiaca; de igual manera 223 presentaron falla cardiaca y 47 no presentaron falla

cardiaca, en la tabla N. 12 se presenta los niveles plasmaticos de TIMP1 que fue elevado en los
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pacientes con presencia de lesion y falla cardiaca (p=< 0,001), sin embargo los pacientes con

niveles > 0,1 de troponina | se observa disminucion de los niveles de MMP9 (p= 0,003).

Por otra parte, se realiz6 una regresion logistica para estudiar la posible asociacion de los SNPs
estudiados con lesion miocardica y falla cardiaca en sepsis, categorizada por los niveles de
Troponina | y NT-proBNP, por medio de los distintos modelos de herencia, no encontrando
asociacion entre los genotipos y el respectivo desenlace (apéndice H). En la tabla N. 13 se
observa, teniendo en cuenta el modelo codominante que no ocurre asociacion del SNP MMP9 -
1562 con lesion y falla cardiaca en pacientes con sepsis. Ademas, en la tabla N.14 se presenta el
SNP TIMP1 372 T/C en el modelo de herencia codominante no asociados con lesion y falla

cardiaca en pacientes con sepsis.

Tabla 12. Biomarcadores en falla cardiaca y lesion cardiaca en sepsis.

Elevado > 300 pg/mL NT- Normal < 300 pg/mL NT-

Falla miocardica de tipo aguda proBNP proBNP Valor p
MMP9 (ng/mL) 558,5 (222,90-1075) 716 (303-1178) 0,22
TIMP1 (ng/mL) 336,8 (184,2-635,9) 189 (131,7-323,8) <0,001
Elevado> 0,1 ng/mL Normal < 0,1 ng/mL
Lesion miocardica aguda
Troponina | Troponina | Valor p
MMP9 (ng/mL) 328,6 (97,4-628) 766 (362-1165) <0,001

TIMP1 (ng/mL) 388,9(208-786,9) 275,8 (159-503,8) 0,003
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Tabla 13. Asociacion del SNP MMP9-1562 C/T con falla cardiaca y lesion cardiaca subclinica aguda.
Falla Cardiaca Lesion Miocardica
Genotipo Con falla Sin falla
OR (IC 95%) [Valor p |Con lesién Sin lesion OR (IC 95%) |Valorp
79 153
cC 193 (86,5) 39 (83) 1 1
(84) (86,9)
0,4 0,5
1,49 (0,6 - 15 0,79 (1,39 -
CT-TT 30 (13,5) 8 (17) 23 (13,1)
3,6) (16) 1,6)
Tabla 14. Asociacion del SNP TIMP1 372 T/C con falla cardiaca y lesion cardiaca subclinica aguda.
SNP TIMP1 372
Genotipo Con falla cardiaca | Sin falla cardiaca OR (IC 95%) |[Valorp
TIC
TT 47 (40,2) 4(22,2) 1
Mujeres TC 61 (52,1) 11 (61,1) 2,1 (0,6 -7,0) 0,23
CC 9(7,7) 3(16,7) 3,9(0,75- 5,2)
Alelo Con falla cardiaca | Sin falla cardiaca OR (IC 95%) |[Valorp
Alelo
69 (65,1) 21 (72,4) 1
Hombres T
0,45
Alelo
37 (34,9) 8 (27,6) 0,7(0,2-1,7)
C
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8. DISCUSION

El principal hallazgo de la presente investigacion fue determinar la no asociacion de los
polimorfismos estudiados, SNP MMP9 -1562 C/T y SNP TIMP1 372 T/C con la disfuncién
cardiovascular secundaria a sepsis (DCSS), determinada por el estudio del evento de la falla y
lesion cardiaca. Por consiguiente, dada la no asociacién a la DCSS se deben evaluar otros
desenlaces que se observan en la sepsis que han mostrado una asociacion con el SNP TIMP1 372
T/C, como la alteracién en la coagulacion o permeabilidad vascular (Lorente et al., 2013).
Ademas en el presente estudio el SNP TIMP1 372 T/ C se asocio la presencia de al menos una
copia del alelo polimorfico (modelo dominante) como de riesgo en sepsis. Sin embargo, no se
encontrd relacion con la presencia de los alelos polimdrficos en los SNPs estudiados con altos

niveles plasmaticos de MMP9 y TIMP1 respectivamente.

Se realizo una revision de la literatura cientifica encontrando estudios donde presentan las
frecuencias genotipicas y alélicas de los dos SNPs estudiados en distintas poblaciones. En
relacion con el SNP MMP9 -1562 C/T, se encontrd que el alelo polimérfico T en la poblacién
estudiada presenta menor proporcién en relaciéon con el estudio de 1000 genomas (15,52% vs
7,2%). De igual manera se observé en una poblacion mexicana que presentaba infarto agudo de
miocardio, un comportamiento similar con las frecuencias genotipicas y alélicas del SNP MMP9

-1562 C/T en comparacion a nuestra poblacion de estudio. Solo el 5% (n = 470) de los
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individuos presentaban el alelo polimérfico T del SNP MMP9 -1562 C/T (J.M. Rodriguez-Pérez,
n.d.), resultado similar al obtenido en este estudio (7,3%). Por el contrario, en poblacién polaca
con accidente cerebro vascular, se encontr6 un 2,5% el alelo polimorfico T, en el grupo
analizado. Lo cual denota la baja frecuencia de tal alelo en esta poblacion europea y una fijacion
del genotipo CC en nuestra poblacion con una frecuencia del 82,6 % (K. Buraczynska, Kurzepa,
Ksiazek, Buraczynska, & Rejdak, 2015; M. Buraczynska, Dragan, Buraczynska, Orlowska-

Kowalik, & Ksiazek, 2015).

Asimismo, aunque los estudios que reportan frecuencias alélicas y de genotipo del SNP TIMP1
372 T/C son pocos (Behnes, Bertsch, & Hoffmann, 2013), al comparar las frecuencias obtenidas
en la presente investigacion con el estudio 1000 Genomas (NCBI, n.d.), por medio de la
plataforma “dbSNP”, se puede notar la prevalencia del alelo C polimoérfico con frecuencia del
46% en el estudio 1000 genomas y en la poblacion de estudio se encontrdé en un 33%. Sin
embargo, se denota una fijacion del alelo T en la poblacién, ya que los individuos con sepsis
presentaron el genotipo TC en el 53% y en los individuos infectados sin sepsis el 34,2%

presentaron el genotipo TT.

De otra parte, los resultados sugieren que no existe asociacién entre el polimorfismo
MMP9 -1562 C/T con sepsis, resultado consistente con el trabajo desarrollado por
Martin et al. Estos autores realizaron un estudio multicéntrico en 19 UCI de Espafia con

90 pacientes que presentaban sepsis grave y 91 controles (trauma o accidente
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cerebral), encontrando que no hay asociacion entre la presencia del polimorfismo con el

desarrollo y el resultado en la sepsis (Martin et al., 2014).

En el presente estudio, el gen TIMP1 al estar ligado al cromosoma X, se estratifico el analisis
segun el sexo. En el andlisis bivariado se encontré mas frecuente al genotipo TC en mujeres con
sepsis vs la poblacion infectada, lo contario ocurrio con el genotipo TT que fue mas frecuente en
el grupo de mujeres infectadas, lo cual sefiala el posible papel del genotipo TC-CC como un

factor de riesgo, con un OR de 1,48(1,28-1,81), lo cual contradice los datos de Lorente et al.

Lorente, et al observaron que la presencia del alelo T del SNP TIMP1 372 T/C aumenta la
mortalidad en pacientes con sepsis grave [OR: 2,09 (1,06 — 4,09)], pero no tuvieron en cuenta la
variable género, para tener un impacto general de los polimorfismos en la poblacién. ellos
observaron que la presencia del alelo T del SNP TIMP1 372 T/C aumenta la mortalidad en
pacientes con sepsis grave [OR: 2,09 (1,06 — 4,09)], pero no tuvieron en cuenta la variable
género, para tener un impacto general de los polimorfismos en la poblaciéon. Sin embargo, cabe
resaltar que este estudio no es punto de comparacion debido a las diferencias que existen entre
los disefios metodoldgicos y por el consenso usado para la clasificacion de sepsis (Lorente et al.,

2013).

Emingil et al, encontraron en hombres que presentar el alelo C es un factor de riesgo para

desarrollar periodontitis [OR: 1,9 (1,1 - 3,4)], sin formular posibles hipotesis del papel biologico
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que tendria el SNP en esta enfermedad (Emingil et al., 2014). En el caso de la enfermedad
inflamatoria intestinal, Meijer et al, reportan que el genotipo TT en mujeres y el alelo T en
hombres presentan mayor susceptibilidad en enfermedad intestinal inflamatoria, y que estos
hombres tienen bajos niveles plasmaticos de TIMP1 (Krex et al., 2003; M. J. W. Meijer et al.,
2007). En este estudio no se dertemina si el alelo C es un factor de riesgo para desarrollar sepsis
en mujeres, ya que en los individuos que tienen dos copias del alelo C, no se aumentd el riesgo

de desarrollar sepsis en el modelo de herencia codominante.

En relacién al objetivo 3, determinar la relacion entre los alelos polimoérficos con los niveles
plasmaticos que impactan en la disfuncion cardiovascular secundaria a sepsis, se tuvo en cuenta
el estudio Lorente et al, que indican que la presencia del alelo C del SNP TIMP1 372 T/C se
relaciona con elevados niveles plasmaticos de TIMP1 en individuos con sepsis grave (Lorente et
al., 2013). No obstante, en la poblacion con sepsis del presente estudio ninguno de los alelos o
genotipos presentod diferencias significativas con los niveles plasméaticos de TIMP1 en los
individuos con sepsis. Ademas, el SNP TIMP1 372 T/C no tiene un impacto en los individuos
con altos niveles de TIMP1, como el estudio Cheing et al, donde no se asocia el alelo
polimorfico C con neumonia adquirida y no se encontrd relacion con altos o bajos niveles
plasmaticos de TIMP1 (Chiang et al., 2013), por lo cual se concluye que otros factores pueden
estar afectando tal expresion, como lo son los patrones de metilacion e interacciones geneticas

con el gen TIMP1.
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De otra parte, la presencia del alelo T del SNP MMP9 -1562 C/T en la presente investigacion no
tiene relacion con niveles elevados de MMP9. Aunque, Collazos et al, demostraron que la
presencia del alelo T estd marginalmente asociada con altos niveles de MMP9 en pacientes con
sepsis (n=90) (p < 0,042), pero solo estudiaron 90 con sepsis grave (Collazos et al., 2015). Esto
nos permite inferir otro factor que se asocia con tal expresion, como pueden ser la presencia de
haplotipos en los mismos genes ya que el SNP en mencién ha sido descrito por Zhang at al, en
arterosclerosis, donde se propone que el alelo silvestre C, regula la expresion del gen MMP9 por
la unién a factores de transcripcion, y la presencia del alelo T, induce niveles elevados de MMP9

(B. Zhang et al., n.d.).

Cabe aclarar que el estudio de los polimorfismos con disfuncion cardiovascular a sepsis se define
primero teniendo en cuenta los antecedentes del estudio de niveles plasmaticos y el impacto de
ellos en sepsis. Como se presenta en el marco tedrico se sugiere la relevancia de la molécula
TIMP1 como posible elemento de valor pronostico en la lesion miocardica y disfuncién cardiaca
subclinica. Especificamente, ya que los grupos que presentaron niveles elevados de Troponina |
y NT-ProBNP, presentaron elevadas concentraciones de TIMP1, resultados que confirman a los
reportados en el estudio de Takawale et al, quienes encontraron que en modelos animales que no

expresaban TIMP1, disminuian la fibrosis miocardica (Takawale et al., 2017).

Estos resultados sugieren que TIMP1 tiene un papel de generacion de fibras de colageno de novo

e influencia a proteinas no metaloproteinasas, como proteinas que actdan en la coagulacion,
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fibras miocardicas y en el endotelio vascular (Yabluchanskiy et al., 2014). La MMP9 y el TIMP1
a nivel plasmatico se presentan como substrato bioldgico en el equilibrio de la MEC presente en
el endotelio vascular, corazon, tejido blando, entre otros. Por ejemplo, el miocardio se compone
de una red dindmica de proteinas y proteoglicanos, que son relevantes para el mantenimiento de
la forma, el tamafio y la funcidn ventricular; por lo cual, su integridad estructural se basa en un
equilibrio entre la degradacién de componentes de la MEC como las colagenasas, lo cual se
relaciona con las concentracion y la expresién de las enzimas a nivel sanguineo, esto esta

impactado directamente con los SNPs (Yabluchanskiy et al., 2014).

Como se mencion0 anteriormente, se ha sugerido que el SNP TIMP1 372 T/C tiene un posible
papel protector en otras patologias. En el presente estudio se define ver el impacto de
polimorfismos en eventos que aumentan la mortalidad en la sepsis por la asociacion de los
genotipos CT-TT en sepsis, como es la disfuncion secundaria. Por consiguiente, se planted
establecer si este polimorfismo estaba involucrado como un factor protector o riesgo en una
poblacion con sepsis en los eventos de lesion cardiaca aguda y de falla cardiaca subclinica aguda
medida por los niveles de Troponina | y NT-proBNP, al igual que el SNP MMP9 -1562 C/T

(Mueller, Gegenhuber, Poelz, & Haltmayer, 2004; Wu, Chen, Dai, Hung, & Hsu, 2015).

Los resultados obtenidos en el presente estudio sugieren que los SNPs estudiados no presentan
relacion con las concentraciones de su sustrato, y, por consiguiente, no tienen un efecto de

regulacion de la MEC por activacion inmune ni alteracion funcional por dafo estructural del
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miocardio. Estas hipotesis concuerdan con los estudios de Goldbergova et al, quienes reportaron
que los pacientes con falla cardiaca aguda no presentaron asociacion con el SNP TIMP1 372 T/C

y gasto cardiaco (50,2% vs. 50,2%; p = >0,05 (Goldbergova et al., 2012).

Este resultado, se plantea lo siguiente: “Debido a las diferencias encontradas en este y otros
estudios, es posible que el factor genético en la sepsis pueda ser relevante junto con otros
elementos de mortalidad y gravedad, pero no es un predictor en si mismo”, esto nos indica que el
estudio de un solo SNP en enfermedades multifactoriales tiene poco impacto y se deben analizar

modelos predictivos usando varios polimorfismos y otras variables clinicas.
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9. CONCLUSIONES

Fue menos frecuente la presencia del alelo polimérfico SNP MMP9 -1562 CT y SNP

TIMP1 372 T/C en comparacion al estudio de 1000 genomas y articulos revisados.

La poblacion cumplio el equilibrio de Hardy Weinberg con respecto al SNP MMP9 -1562
C/T, sin embargo, por la ubicacién del gen TIMP1 el SNP 372 T/C no cumple tal

equilibrio.

La presencia del genotipo CC-TC se determind, en el SNP TIMP1 372 T/C como riesgo
en la sepsis, lo que infiere un papel relevante en la fisiopatologia de la sepsis como el

inhibidor tisular 1.

En el presente estudio, no se encontré relacion entre la presencia de los alelos

polimorficos con niveles elevados de TIMP1 y MMP9.

Los SNPs estudiados no estan asociados en la lesién y falla cardiaca aguda subclinica en

pacientes con sepsis.
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10. RECOMENDACIONES

El disefio metodoldgico realizado, fue el mas adecuado con respecto a la cohorte estudiada, para
disminuir los diferentes sesgos de seleccién y de informacién. Lo ideal en los estudios de
predisposicion genética en base a polimorfismos de nucleétido sencillo es realizar estudios de
casos y controles para conocer causa y efecto. No obstante, los estudios transversales dan una
vista puntal del comportamiento de los polimorfismos y su posible relacion con un evento de
interés.

El tamafio de muestra usado tiene un poder estadistico cercano al 90%, por lo cual los resultados
obtenidos tienen una validez importante y segun la literatura revisada es la investigacion que ha
usado mayor namero de individuos (540 en total). Como el papel bioldgico del polimorfismo
TIMP1 372 T/C no es claro, se podrian realizar estudios futuros de expresién del gen y actividad
del regulador.

En la actualidad, los patrones de metilacién de TIMP1 no han sido estudiados de forma
exhaustiva, por lo cual se requiere entender si esta metilacion en los genes primero es ocasionada
por la exacerbacion inmune, y podria afectar la expresion de dicho gen.

Por ultimo, y dada el posible papel de TIMP1 no solo como regulador, se debe implementar
investigaciones relacionadas con la activacion de esta glicoproteina con otros mecanismos como

la fibrosis cardiaca, coagulacion y efecto proinflamatorio.
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11. DIVULGACION

Los resultados de esta investigacion fueron presentados en modalidad poster a nivel nacional e

internacional en los siguientes eventos.

% | Simposio Regional de Enfermedades Infecciosas y Buenas Practicas Clinicas (apéndice K)

%+ V Simposio Internacional de actualizacion en bacteriologia (apéndice L).
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