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RESUMEN

Introduccion: La apendicitis aguda es una de las enfermedades gastrointestinales mas frecuentes
en la edad pediatrica que conlleva un proceso inflamatorio y una resolucion quirargica.

Objetivos: Determinar la incidencia de los polimorfismos ARG702TRP, GLY908ARG y
LEU1007INCC en el gen NOD2 y analizar la existencia de biomarcadores de susceptibilidad.

Material y métodos: Estudio prospectivo, transversal, descriptivo, observacional. Se realizé la toma
de muestras y recopilacién de informacion del 01 de febrero del 2019 al 01 de diciembre del 2019.
Criterios inclusion: 30 pacientes pediatricos masculinos o femeninos con diagndstico de apendicitis
aguda.

Resultados: La mayor incidencia de apendicitis aguda se registré en el sexo masculino. Con mayor
numero de casos de apendicitis aguda no complicada en el género masculino.Encontrandose la misma
prevalencia en el género femenino, siendo mayor el nimero de casos de apendicitis aguda no
complicada.

Discusién: En un estudio previo se demostrdo expresion disminuida del gen NOD1, durante el
desarrollo de nuestra investigacion no se encontré incidencia en pacientes recién nacidos de
pretérmino o término. Se tuvo como resultado por banco genético y mediante analisis in silico la
secuencia de los tres polimorfismos relacionados con procesos inflamatorios gastrointestinales para
su comparacién con los polimorfismos obtenidos en los pacientes con procesos apendiculares agudos
ya confirmados. La falta de exclusion entre la asociaciéon de apendicitis con estos polimorfismos
impulsé la atencion sobre estos polimorfismos y la busqueda de su incidencia. Nuestra investigacion
utilizé los polimorfismos descritos en este estudio, sin contar con estudios que aborden esta entidad
patoldgica por correlacion genética e inicidencia en poblacion pediatrica.

Conclusiones: Durante el proceso de identificacion de bandaje para el polimorfismo ARG702TRP,
existieron fallas técnicas propias del desarrollo del bandaje genético, siendo necesario extender el
tiempo de investigacion para el desarrollo de la técnica y mejoria de los resultados. Se reportaron
presencia de bandas homocigotos silvestres en la busqueda del primer polimorfismo ARG702TRP. Se
observa bandaje incompleto, siendo necesario mayor cantidad de ADN durante el siguiente
experimento. Es necesario continuar con la observacion del bandaje de los siguientes polimorfismos
para determinar la inicidencia de cada uno de ellos por separado y al final concluir sobre lo obtenido
durante el resto del analisis.



INTRODUCCION

Las enfermedades gastrointestinales son frecuentes en la edad pediatrica, adquieren mayor relevancia
aquellas que requieren un tratamiento quirurgico.

Dentro de ellas, la apendicitis aguda, que a pesar de ser la causa mas comun de abdomen agudo en
la poblacién pediatrica queda pendiente profundizar en el conocimiento genético sobre la enfermedad.

En la poblacién pediatrica representa la causa mas comun de cirugia y debe mencionarse que en
menores de 4 afos existe un alto indice de perforaciones apendiculares que presentan los pacientes
al momento del diagndstico, situacion condicionada por la presentacion clinica inespecifica, que
conlleva a un bajo indice de sospechay a un alto porcentaje de complicaciones en dicho grupo etario,
lo que se ha confirmado con otras publicaciones, debido a la falta de especificidad en pacientes de
menor edad.

ANTECEDENTES GENERALES

El apéndice vermiforme, una porcién del intestino grueso que antes era considera vestigio y que hoy
contindan en estudio posibles funciones que podria desempeniar, es también punto de partida para un
proceso de inflamacion, conocido como apendicitis, el cual se inicia con una obstruccion de su luz por
diferentes circunstancias como los fecalitos, parasitos, hiperplasia linfoide o incluso un proceso
inflamatorio intrinseco, lo anterior conlleva a una congestion venosa y eventualmente a un compromiso
arterial de la pared apendicular que lleva a invasion bacteriana provocando infeccion local de la
submucosa con formacion de abscesos y que en conjunto con la inadecuada irrigacién llevan a la
necrosis y perforacion.

La resolucion en su mayoria de los casos es por medio del procedimiento quirdrgico conocido como
apendicetomia, que realizada de forma temprana evita la perforacion con extensién del proceso
inflamatorio e infeccioso eliminando complicaciones como la peritonitis generalizada o sepsis
abdominal.

Se dice que uno de cada 15 a 20 mexicanos presentara apendicitis aguda en algdn momento de su
vida. La sospecha y diagnostico de apendicitis aguda se basa predominantemente en la clinica. En
muchos casos, principalmente durante la fase prodrémica, las manifestaciones clinicas pueden ser
vagas e inciertas e incluso similar a otras patologias. La falla en realizar un diagndstico temprano eleva
la mortalidad y la morbilidad de la enfermedad asi como el riesgo de complicaciones.

A pesar de ser la causa mas comun de abdomen agudo entre la poblacién general y pediatrica, cuya
resolucién en la mayoria de los casos es quirargica, y ser también una de las cirugias mas frecuentes
en todo el mundo es necesario profundizar sobro el proceso de la enfermedad.

La investigacion sobre los factores de riesgo y sobre todo predisponentes contindia en estudio, aunque
se conoce bien el desarrollo de una respuesta inflamatoria y su asociacion con cierto tipo de dieta y
regiones geograficas, la susceptibilidad genética en esta patologia es casi de total desconocimiento,
ya que hasta el momento la bibliografia que hace referencia a esta condicion, lo hace de una forma
muy superficial, enfocAndose en reporte de casos sobre pacientes gemelos y el desarrollo de
apendicitis o bien la incidencia de esta patologia en pacientes con el antecedente familiar de
apendicetomia, en quienes suele ser mas comun.

La alta incidencia de esta patologia en la edad pediatrica y su poco estudio en torno a los patrones
genéticos lo vuelve un tema relevante y de sumo interés para la investigacion.



Anatémicamente, el apéndice vermiforme, tiene 6 a 8 centimetros de longitud en promedio y un
didmetro de 0.5 a 1 centimetro, es flexible y se sitla en la fosa iliaca derecha, aunque puede tener una
situacion anatomica variable ésta es la mas comun, su fondo corresponde al angulo diedro que esta
fosa forma con la pared anterior del abdomen, siendo su direccién, oblicua, hacia abajo, adentro y
adelante. Sin embargo, algunas veces su disposicion es mas arriba, dispuesto transversalmente en la
region lumbar (situacion alta del ciego). En otras ocasiones se encuentra por dentro del Psoas e invade
la cavidad de la pelvis menor (situacion baja del ciego).

Se encuentra fijo por el peritoneo, que lo rodea en toda su extension, por su continuidad con el colon
ascendente, asi como por la conexion que tiene el intestino delgado, el mesocolon ascendente lo fija
a la pared posterior del abdomen. Muchas veces el mesoapéndice se une al ligamento ancho en la
mujer por medio de un pliegue peritoneal, que recibe el nombre de repliegue apendiculo-ovarico.

Ademas histologicamente se definen las siguientes capas:

Muscular. Tanto el apéndice como el ciego, presentan dos capas de fibras musculares, una externa,
de fibras longitudinales y otra interna de fibras circulares.

Submucosa. Esta formada por tejido conjuntivo y fibras elasticas y es idéntica a la submucosa del
intestino. La mucosa del apéndice alcanza su maximo espesor en el vértice de este érgano.

Mucosa. En el apéndice tiene dos caracteres de la mucosa cecal esta cubierta de un epitelio cilindrico
gue contiene en su interior cerrados relativamente abundantes.

En cuanto a su irrigacion, el ciego y el apéndice reciben ramas arteriales de la ileocecal, rama inferior
de la colica derecha. La ileocecal emite un ramo que se distribuye en la cara anterior del ciego y otra
la cara posterior. La arteria apendicular nace el tronco ileocecal, corre por detras de ileon y se introduce
en el mesoapéndice, para terminar en su vértice. Las venas se originan de los capilares y forman
troncos que van de la vena mesentérica superior. La vena apendicular recibe una rama procedente
del ciego, otra derivada del ileon, formando un tronco que va a la mesentérica superior.

Los linfaticos del apéndice siguen igual trayecto que los vasos apendiculares y desembocan en los
ganglios apendiculares. Su inervacion procede del plexo solar, tienen disposicion idéntica en todo el
intestino grueso.

Sobre su funcién se sabe que embriolégicamente proviene del ciego y aunque anteriormente se le
consideraba como una porcién vestigial sin una funcién definida, nuevas investigaciones lo reconocen
como una estructura funcional y activa que podria desarrollar funciones linfaticas, exocrinas,
endocrinas o incluso neuromusculares. Secreta de 1 a 2 ml, de un liquido que contiene, calcio, fosfatos
y probablemente algunas enzimas. Tiene contracciones intermitentes, irregulares, con las que expulsa
su contenido al ciego.

En la apendicitis aguda patologia gastrointestinal que implica la inflamacion del apéndice vermiforme
y cuya resolucién es quirdrgica en la mayoria de las veces, también se reconocen:

Factores de riesgo.

Se trata de una enfermedad del mundo occidental, el menor consumo de fibra dietética
presumiblemente predispone a la obstruccion apendicular. La incidencia va creciendo progresivamente
de acuerdo a la edad, desde el periodo neonatal hasta la adolescencia, y alcanza el pico maximo entre
los 12 y 18 afios. Es mas comun en hombres que en mujeres y se ha descrito un riesgo familiar
aumentado.



Fisiopatologia.

El evento principal en el inicio de esta enfermedad es la obstruccion del apéndice, lo que conduce al
aumento de la presion luminal. La causa de la obstruccion puede ser por fecalito, causa comdn en
pacientes mayores o por hiperplasia linfoide secundaria a enfermedad inflamatoria intestinal o
infecciones intestinales (mas comunes en la infancia y en adultos jovenes).

Las infecciones intestinales asociadas pueden tener agente viral (adenovirus, citomegalovirus) o
bacteriano (especies de Yersinia, especies de micobacterias, Actynomices) también se han
documentado hongos (especies Hystoplasma), parasitos (especies esquistosomas, oxiuros,
Strongyloides stercoralis), neoplasias y bandas fibrosas. En aproximadamente 25% a 30% de
pacientes no se encuentra causa de la obstruccion.

El sobrecrecimiento bacteriano también se desarrolla secundario a la obstruccion y posteriormente
estasis, lo que conduce al reclutamiento de células blancas de la sangre y la formacion de pus
provocando el aumento de la presion luminal. Si la obstruccion apendicular persiste entonces la
elevacion de la presion llega a comprimir las venas y arterias apendiculares, o que lleva a la
obstruccion del drenaje y de la irrigacion. Como consecuencia, inicia la isquemia de la pared
apendicular, resultando en una pérdida de la integridad epitelial y permitiendo la invasién bacteriana
de la pared, la arteria apendicular puede trombosarse. La isquemia puede llevar a la necrosis y esta
a su vez a la perforacion.

Con la ruptura, el contenido fecal entra en la cavidad abdominal y produce irritacion peritoneal. La
perforacién puede quedar confinada rapidamente por el epiplén y / o intestino delgado y desarrollar un
absceso apendicular. Si el material purulento no es contenido dentro de un absceso, su diseminacion
produce peritonitis que de no tratarse tempranamente pueden desarrollar abscesos pélvicos,
intramesentericos y / o subfrénicos, ademas de conducir a la diseminacién hematégena de bacterias
y la infeccién de la vena portal o abscesos hepéticos.

Actualmente, la apendicitis aguda se clasifica en:

Apendicitis no complicada (o simple). Apéndice inflamado, en ausencia de la gangrena, perforacion o
absceso al rededor del apéndice.

Apendicitis complicada (o perforada). Apéndice perforado o gangrenoso, o bien, la presencia de
absceso periapendicular o peritonitis generalizada.

Existe otra clasificacion, de acuerdo a los hallazgos histopatoldgicos:

A. Apendicitis aguda catarral: MacroscOpicamente se observa edema de vasos, pero mas
comunmente sin hallazgos y microscopicamente, los neutréfilos se muestran dentro de la
mucosa, ulceraciones de la mucosa pueden ser detectados, con o sin neutrofilos.

B. Apendicitis aguda flemonosa: Macroscépicamente, el apéndice se desarrolla con lumen
dilatado, pared engrosada, capa serosa oscura Yy exudados serosos Yy fibrinosos.
Microscopicamente, la infiltracion neutrofilica de la mucosa, submucosa y muscularis propia.
Otros hallazgos comunes son extensa ulceracion, abscesos intramurales y trombosis vascular.

C. Apendicitis aguda gangrenosa: Macroscopicamente, la pared apendicular es friable, purpura,
verde o negro. Microscépicamente, inflamacion transmural con areas de necrosis y extensa
ulceracion de la mucosa.



Diagnéstico.

La sintomatologia depende de mdltiples factores principalmente de la edad y horas de evolucién del
cuadro, en edad pediatrica, la clinica sugestiva se vuelve aun mas inespecifica conforme es menor la
edad del paciente.

1. Sintomatologia y examen fisico
La sintomatologia clasica de dolor periumbilical o epigastrio que luego se localiza en la fosa iliaca
derecha, acompafado de nauseas, anorexia y/o vomitos, so6lo se presenta en un tercio de los casos y
especialmente en los nifios mayores, en un estudio aleatorio se encontro que el 44% de las apendicitis
presentaban 6 o mas signos atipicos. Sélo el 2% de las apendicitis se presenta en menores de 3 afos,
y en ellos, la presentacion clinica, la mayoria de las veces, es atipica por lo que el diagnéstico es
tardio.

Los sintomas que tienen mayor sensibilidad son nauseas, anorexia, vomitos y el dolor localizado en
CID. Los signos que tienen mayor especificidad son la sensibilidad y la resistencia muscular a la
palpacién en el CID, signo del psoas, signo del obturador, signo de Rovsing y signo de rebote.

2. Examenes de Laboratorio
Hemograma
El diagnéstico se realiza con base en la historia y el examen fisico, sin embargo debido a que mas del
44% de los pacientes se presenta con sintomas y signos atipicos es conveniente solicitar examenes
de laboratorio para apoyar el diagnostico.

En el proceso inflamatorio que se inicia, los leucocitos son los primeros en aumentar a expensas de
los neutrdfilos, esto se refleja en un recuento alto a las pocas horas de iniciada la sintomatologia.
Después de las 48 horas puede haber un secuestro celular en el tejido inflamado disminuyendo los
leucocitos circulantes, lo que explicaria que en algunos casos existe una leucopenia relativa.

Proteina C reactiva
La proteina C reactiva (PCR) es una proteina no glicosilada sintetizada por los hepatocitos en
respuesta a procesos inflamatorios, infecciosos o de dafio tisular.

El valor considerado normal no debe superar los 6 mg/dl. Se ha demostrado que la PCR aumenta
significativamente después de las 24 horas de iniciado los sintomas, independientemente de la rapidez
del proceso infla

3. Examenes Radiologicos
Radiografia de abdomen simple
La radiografia de abdomen simple es un examen econémico y rapido. Se pueden encontrar signos
radiolégicos con alta sensibilidad pero poco especificos como la dilatacion del colon ascendente, un
nivel localizado en el cuadrante inferior derecho, escoliosis con concavidad hacia la derecha,
borramiento de la silueta del psoas y niveles hidroaéreos multiples en las peritonitis.

La presencia de un fecalito, tiene un 100% de especificidad, pero se visualiza en menos de un 10% de
los casos.



4. Ecografia abdominal

La ecografia abdomino pélvica ha demostrado ser util para confirmar el diagnostico y para investigar
otras patologias especialmente las ginecolégicas. La visualizacion de un apéndice con signos
inflamatorios, con liquido en su interior, no compresible y con un diametro mayor de 6 mm., son signos
con una alta especificidad. Ademas la presencia de un apendicolito, un aumento de la ecogenicidad
de la grasa pericecal, adenopatias mesentéricas y la presencia de liquido libre, apoyan el diagndstico
especialmente en los casos que no se logra visualizar el apéndice. La ecografia es mas util en
pacientes con poca grasa abdominal, en la edad pediatrica y en mujeres.

5. Tomografia abdominal

La TAC abdominal tiene un alto grado de precisiébn con una sensibilidad mayor del 95% y una
especificidad entre un 95 y un 99%. Los signos mas relevantes son un diametro apendicular mayor de
6 mm., el engrosamiento de la pared, la presencia de un apendicolito, alteracion de la grasa pericecal,
presencia de liquido libre y linfadenopatias, engrosamiento de la pared del intestino vecino y la
presencia de aire o colecciones. Sin embargo su uso debe ser restringido solo a los casos donde las
dudas persisten después de utilizar los medios diagndsticos antes descritos, ya que es un examen que
no esta disponible en forma rapida, su costo es alto y tiene una alta dosis de radiacion ionizante.

6. Sistemas de puntuacion
Los sistemas de puntuacion de diagnostico multiple han sido desarrollados con el objetivo de
proporcionar probabilidades clinicos de tener apendicitis aguda. Estas puntuaciones suelen incorporar
caracteristicas clinicas de la historia, examen fisico y los parametros de laboratorio. Los ejemplos mas
populares y validados incluyen la puntuacion de Alvarado modificada, nuevas clasificaciones como
RIPASA, creada en el 2010 y en los pacientes pediatricos las escalas mas usadas PAS y Lintula.

Cuadro I. Escala de Alvarado modificada.

Escala de Alvarado modificada

Signos Puntos

Dolor migratorio en la fosa iliaca derecha 1
Anorexia 1
Nausea/vamito 1
Hipersensibilidad en fosa iliaca derecha 2

Sintomas

Rebote en fosa iliaca derecha 1
Elevacion de la temperatura > 38 *C 1
Signos extras: 1
Rovsing, tos, hipersensibilidad rectal

Laboratorio

Leucocitosis de 10,000-18,000 cel/mm? 2




Cuadro Il. Escala RIPASA.

Escala RIPASA
Datos Puntos
Hombre 1
Mujer 0.5
< 39.9 afios 1
> 40 anos 0.5
Extranjero NRIC 1
Sintomas
Dolor en fosa iliaca derecha 0.5
MNausea/vomito 1
Dolor migratorio 0.5
Anorexia 1
Sintomas < 48 h 1
Sintomas = 48 h 0.5
Signos
Hipersensibilidad en fosa iliaca derecha 1
Resistencia muscular voluntaria 2
Rebote 1
Rovsing 2
Fiebre = 37° = 39 °C 1
Laboratario

Leucocitosis 1
Examen general de orina negativo 1

'INRIC: Carta de identidad de regisiro nacional

Escalas usadas en paciente pediatrico

Cuadro 1. Puntaje para apendicitis en nifios (PAS)

Caracteristica Puntaje

1 Migracion del dolor 1
2  Anorexia 1
3 Mausea-vomito 1
4  Dolor en el cuadrante inferior derecho 2
5 Dolor en el cuadrante inferior derecho al 2
toser-saltar-percutir
6 Elevacidon de la temperatura 1
7  leucocitosis (= 10 000/ pL) 1
8  Desviacion a la izquierda de la cuenta 1

leucocitaria



Cuadro 2. Puntaje de Lintula

R

1 Género masculing 2
2 Intensidad del dolor grave 2
3 Migracidn del dolor 4
4 Vomito 2
5 Dolor en el cuadrante inferior derecho 4
6 Fiebre (= 37.5 *C) 3
7 Resistencia -
8 Ruidos intestinales {ausente, metilico, 4
aumentados)
9 Signo de rebote 7

Tratamiento.

La primera vez que se utilizé el término de apendicitis en 1886 fue por Reginald Fitz quien ademas de
hacer la descripcion de esta patologia también desde ese momento hablé sobre la necesidad de un
tratamiento quirdrgico temprano, que seria apoyado mas adelante por diferentes médicos, entre ellos,
Charles McBurney quien en 1889 hizo las aportaciones mas notables sobre el tratamiento por
laparatomia temprana.

Es importante saber que cuando se habla de apendicitis aguda se debe tener en cuenta que el
incremento en el tiempo de evolucién entre el inicio de la sintomatologia y el tratamiento quirdrgico, es
un factor de riesgo para presentar ruptura apendicular y otras complicaciones.

El tratamiento quirdrgico es la apendicectomia que al comporar la técnica abierta con la laparoscopica
se sabe que esta Ultima puede reducir las complicaciones postoperatorias de infeccion de pared vy el
ileo paralitico en nifios.

En cuanto al tratamiento conservador, algunos autores han abogado por el manejo médico de la
apendicitis aguda no complicada con antibioticoterapia. Los esquemas mas comunmente utilizados



son cefalosporinas de tercera generacion y metronidazol por un total de 10 dias. Sin embargo hasta el
15% de los pacientes presenta recurrencia en un afo y hasta 5% como apendicitis complicada. En la
actualidad el manejo conservador deberéa reservarse Unicamente a pacientes con alto riesgo operatorio
o con multiples comorbilidades y bajo estrecha vigilancia.

La profilaxis con antibioticos es efectiva en la prevencion de las complicaciones postoperatorias en los
pacientes apendicectomizados, ya sea con una administracion preoperatoria, transoperatoria o
postoperatoria y se podria considerar una practica habitual en las apendicetomias de urgencia. Se
sugiere profilaxis antibiética preoperatorio con cefoxitina intravenosa en el momento de la induccion
anestésica, otra alternativa es cefazolina y en caso de alergia o no contar con estos medicamentos se
utilizard amikacina.

ANTECEDENTES ESPECIFICOS

Después de conocer las implicaciones mas importantes de esta enfermedad, se debe hacer
consideracion sobre los factores predisponentes como lo son ambientales, nutricionales, geograficos
y nada despreciable la posible carga genética que existe sin embargo alin no se cuenta con estudios
gue lo comprueben, Unicamente se ha descrito la probable predisposicién genética.

Si bien se sabe que el proceso fisiopatolégico concluye en la obstruccidén ésta puede originarse a
causa de un proceso inflamatorio por bacterias, virus y parasitos o bien por el propio efecto mecanico
gue éstos ejercen u otros ya mencionados, que al comprometer la irrigacién de igual forma inician un
proceso inflamatorio. Destacando en la fisiopatologia de la enfermedad el factor heredable de ciertos
genes a nivel inflamatorio y que ya se han estudiado en otras enfermedades, como son el gen NOD2
y CARD15, donde siendo especificos, se les ha encontrado relacién con el origen de la enfermedad
inflamatoria intestinal.

El gen NOD2 relacionado con enfermedades gastrointestinales desde el 2001 cuando el Doctor Gabriel
Nufiez determind la susceptibilidad de desarrollar enfermedad de Crohn en pacientes con mutaciones
de dicho gen, el cual codifica para un receptor intracelular, necesario en la respuesta inmune innata y
detecta una amplia gama de sefiales de peligro provenientes de bacterias, virus y parasitos. Su funcién
inicia al activar al factor nuclear kappa B (NF-kB) y proteina quinasa activada por mitbgeno (MAPK),
las cuales son vias para inducir la expresion de citocinas inflamatorias y péptidos antimicrobiana, que
coordinan la eliminacion de patdgenos y posterior restauracion de la homeostasis tisular. Sin embargo,
la desregulacién en la sefializacion de NOD2 puede causar inmunopatologia y puede generar una
propension a infecciones, enfermedades inflamatorias y cancer.

Se trata de un gen esencial para la inmunidad innata antimicrobiana y la homeostasis tisular pero
requiere una estrecha regulacion para evitar patologia. La etiologia y la patogénesis de la apendicitis
aguda no es completamente clara ya que implica una interaccion compleja de factores como genética,
inmunologia, medio ambiente e infeccién, lo cual significa que pueden ser varias las vias que deben
encontrarse en homeostasis para una funcién adecuada.

Ahora bien, los polimorfismos del ADN son responsables de la gran variabilidad existente entre los
individuos de una misma especie. La diversidad del genoma entre especies es obvia, mientras que la
variabilidad del genoma dentro de una misma especie hace que cada individuo sea Unico e irrepetible.
Esta diversidad también es la responsable de fendmenos a gran escala como la evolucion de las
especies y de otros de trascendencia menor, como lo podrian ser los cambios a nivel de un gen
codificante para un receptor intracelular hablando del caso particular del gen NOD2 y cuyos cambios
han demostrado tener asociacion con el origen de enfermedades gastrointestinales.



Los polimorfismos pueden encontrarse en las regiones codificantes del genoma (regiones que
codifican para una proteina), recibiendo el nombre de “polimorfismos génicos”. También podemos
encontrarlos en las regiones no codificantes (regiones que no codifican para ningun producto génico,
pero que pueden tener una funcién reguladora o simplemente estructural); entonces reciben el nombre
de “polimorfismos genéticos”.

Algunos polimorfismos del gen NOD2 estudiados en otras patologias han confirmado susceptibilidad
hacia enfermedades, especificamente en el caso de la enfermedad de Crohn.

Hay evidencia del rol que juega la respuesta inflamatoria en el inicio de la apendicitis aguda y los
factores genéticos podrian desempefiar un papel etioldégico importante. De lograrse la identificacion
de polimorfismos genéticos de susceptibilidad a la enfermedad se lograria un progreso significativo en
la comprension de la patogénesis y encontrandonos en la era de la secuenciacién del genoma humano
con una patologia como la apendicitis aguda en donde su epidemiologia dindmica se hace evidente
sobre todo en la poblaciéon pediatrica seria dificil atribuir completamente su origen a un simple proceso
obstructivo, ya que al participar multiples factores sobre todo aquellos que nos hablan de una evolucién
de poblacion entonces se vuelve imprescindible el inicio de investigaciones que estudien esta relacion
y su incidencia.

PLANTEAMIENTIO DEL PROBLEMA

La apendicetomia es actualmente el procedimiento quirdrgico de urgencia mas comun en el mundo, el
riesgo calculado de presentar apendicitis a lo largo de la vida es de 8.6% para hombres y de 6.7%
para mujeres. Presenta una incidencia de 1.5 a 1.9 casos por cada 1000 habitantes y la poblacién
mayormente afectada se encuentra entre los 15y los 35 afios.

En México el diagnéstico de apendicitis aguda es generalmente establecido por la historia clinica y la
exploracion fisica, sin embargo puede ser respaldado por estudios de laboratorio e imagen.

El diagndstico incorrecto o tardio aumenta el riesgo de complicaciones como infeccion de herida
quirurgica (8 a 15%), perforacion (5-40%), abscesos (2-6%), sepsis y muerte (0.5-5%).

En la poblacion pediatrica su incidencia muestra un aumento después de los 10 afios, con
presentaciones clinicas muy poco sugestivas antes de los 3 afios de edad, incrementando el riesgo de
complicaciones.

El riesgo de presentar apendicitis aguda durante la infancia no es despreciable, los actuales cambios
en los habitos higiénico dietéticos incluso geograficos y la falta de un estudio a profundidad sobre la
fisiopatologia, nos hacen preguntarnos sobre la susceptibilidad genética que puede existir hacia esta
patologia y que al igual que en muchas otras enfermedades gastrointestinales puede estar presente.
Lo que nos lleva a investigar sobre biomarcadores genéticos de susceptibilidad, por lo que nuestra
pregunta de investigacion es ¢los biomarcadores genéticos tienen una mayor incidencia en pacientes
pediatricos con apendicitis aguda?

USTIFICACION



La Apendicitis Aguda tiene una enorme repercusion en la poblacién infantil. No sélo tiene un alto riesgo
para la salud de quien la padece sino que también provoca un prolongado ausentismo escolar, ocupa
gran volumen de recursos médicos hospitalarios y genera alto estrés familiar, entre muchas otras
consecuencias.

En la poblacién pediatrica existe una evolucion en la historia de la enfermedad que no ha recibido una
explicacion del todo, ya que la incidencia de esta patologia es casi inexistente en pacientes neonatales
y Su aumento tiene un pico posterior a los 10 afios de edad que a su vez viene marcado por un
predominio masculino; ademas de hablar sobre los cambios hormonales y modificaciones en la dieta
gue ocurren conforme la edad incrementa, e incluso ya mencionados, los cambios étnicos y
geograficos resulta imposible no pensar en la asociacion entre la susceptibilidad genética y esta
patologia, ya que aunado a esto, existe el proceso inflamatorio cuyo origen es parte primordial en la
fisiopatologia de la enfermedad y que en conjunto, forma un eslabon mas que puede ser dependiente
de la variabilidad genética.

La informacion que se genere permitira estimar uno de los factores de riesgo involucrados en el
padecimiento, ademas de ayudarnos a mejorar nuestro conocimiento sobre la patogénesis de la
enfermedad.

HIPOTESIS DE TRABAJO

Los polimorfismos genéticos arg702trp, gly908arg y leu1007incc en el gen NOD2 tendran frecuencias
mayores en pacientes pediatricos diagnosticados con apendicitis aguda en comparacién con la
poblacién pediatrica sana.

OBJETIVOS
Generales:

Determinar la incidencia de las variantes polimoérficas ARG702TRP, GLY908ARG y LEU1007INCC en
el gen NOD2 como biomarcadores de susceptibilidad en pacientes pediatricos del hospital universitario
de Puebla diagnosticados con apendicitis y compararla con la incidencia de estos polimorfismos en
poblacion sana.

Obijetivos especificos:

- Determinar la incidencia de los polimorfismos ARG702TRP, GLY908ARG y LEU1007INCC en
el gen NOD2 de pacientes pediatricos con apendicitis

- Analizar a existencia de biomarcadores de susceptibilidad de pacientes pediatricos a padecer
apendicitis aguda.

MATERIAL Y METODOS



Lugar y poblacion:

Hospital Universitario de Puebla

Tiempo:

Del 01 Febrero del 2019 al 01 de diciembre del 2019.

Estudio prospectivo, transversal, descriptivo, observacional.
Poblacion Universal: Pacientes pediétricos.

Poblacion Fuente: Pacientes Pediatricos con apendicitis aguda.

Poblacién Blancos: Pacientes con reporte patolégico confirmatorio de apendicitis aguda.

Tamafio de muestra. Se estimé el tamafio minimo maestral tomando en cuenta reportes
epidemiologicos previos en los que estiman una asociacion entre un biomarcador de susceptibilidad
con un padecimiento con un minimo de 30 muestras. En este estudio transversal las muestras fueron
tomadas a lo largo del afio 2019.

Descripcion general del estudio. La primer fase consistié en la identificacion de los pacientes que
cumplieron con los criterios de seleccion, posterior a la autorizacion y firma de consentimiento
informado, se hizo un cuestionario sobre habitos dietéticos y antecedentes familiares y se procedio a
la toma de muestra de sangre aproximadamente de 1 a 3ml, en tubo con &cido
etilendiaminotetraacético (EDTA), se rotuld y se procedié a su almacenamiento en refrigeracion entre
-4 a -6 grados, en los laboratorios del HUP. Posterior a conocer los hallazgos transquirlgicos se
procedio a seleccionar a aquellos pacientes con hallazgos transquiragicos de apendicitis complicada.
Después del almacenamiento las muestras fueron trasladadas hacia los laboratorios de toxicologia de
la BUAP donde se procedio a la extraccion del ADN mediante técnica de centrifugacion y
posteriormente por método de reaccion en cadena de polimerasa se inici6 el analisis de los
polimorfismos de ADN.

Determinacion de las variantes alélicas. El ADN gendmico se obtuvo a partir de muestras
sanguineas por el método de precipitacion con fenol-cloroformo. Se utilizé la técnica de analisis por
PCR-RFLP para determinar los polimorfismos genéticos.

Andlisis estadisticos. Se investigd si las frecuencias de los alelos ARG702TRP, GLY908ARG Y
LEU1007INCC EN EL GEN NOD2 estan en equilibrio de Hardy Weinberg. Se utilizO regresiones
logisticas para investigar la asociacion entre los 3 polimorfismos de riesgo y el padecimiento. A la
variante silvestre se le adjudica un valor=0, al heterocigota=1 y al homocigota de riesgo=2. Las
diferencias estadisticas seran consideradas significativas cuando p<0.5.

CRITERIOS DE SELECCION



Criterios de inclusion
- 30 pacientes pediatricos masculinos o femeninos con diagndéstico de apendicitis aguda.

Criterios de exclusién
- Pacientes pediéatricos con antecedente de enfermedad inflamatoria intestinal.

Criterios de eliminacion
- Pacientes cuyos hallazgos transquirigicos sean de apendicitis aguda no complicada.
Infraestructura disponible:

En el Instituto de Ciencias se cuenta con congeladores para la preservacion de las muestras, asi como
equipo de PCR de punto final, de electroforesis, campanas de flujo laminar, centrifugas, balanzas de
precision, etc. Asi como con un acervo de biblioteca especializado. En el Hospital Universitario se
cuenta con instalaciones y con refrigeradores y personal capacitado para la toma y preservacion de
muestras.

DEFINICION DE VARIABLES

Edad: Tiempo transcurrido de una persona desde el nacimiento.
Género: Categoria bioldgica y genética establecida por caracteres fisicos.

Tiempo de estancia intrahospitalaria: Permanencia del paciente en hospitalizacion desde el dia de su
ingreso hasta el dia de alta.

Genética: Parte de la biologia que estudia los genes y los mecanismos que regulan la transmision de
los caracteres hereditarios.

Apendicitis aguda: Es la inflamacion del apéndice vermiforme, que puede dividirse en complicada y no
complicada.

Polimorfismos: Los polimorfismos pueden encontrarse en las regiones codificantes del genoma
(regiones que codifican para una proteina), recibiendo el nombre de “polimorfismos génicos”.

NOD2: Codifica para un receptor intracelular, necesario en la respuesta inmune innata, detecta una
amplia gama de sefiales de peligro provenientes de bacterias, virus y parasitos.



OPERALIZACION DE VARIABLES

VARIABL | DIMEN | DEFINICION DEFINCION | ESCALA INDICA
ES SION CONCEPTUAL OPERACIO DOR
NAL
Edad Recién | Tiempo de vida | Edad *De 16 afos | Cuantit
nacido | transcurrido de una | cronoldgica | hasta 40 ativa/
Lactant | persona desde el |de un ser|afos. Porcen
e menor | nacimiento. humano que | *Del taje
comprende | nacimiento
desde el | alos 7 dias
nacimiento | de vida.
del *De los 28
individuo. dias de vida
alos 2
anos.
Género Masculi | Categoria biologica | Declaracion | Masculino Cualitat
no y genética que | asignada (M) iva/
Femeni | establece por parte del | Femenino Porcen
no caracteres fisicos | paciente. (P taje
Tiempo Permanencia del | Hora de | NOmero de | Cuantit
de paciente en | ingreso en | dias ativa
estancia hospitalizacion hoja de
intrahospi desde su ingreso | hospitalizaci
talaria hasta su alta ony hora de
egreso en
nota de
evolucion.
Polimorfis Cambios en el | Registro de Cuantit
mos ADN de una sola | inicidencia ativa
base de
polimorfism
0s
NOD2 NOD2 ARG702TR | Cuantit
registro de | P ativa
los GLY908AR
polimorfimo | G
s de este|LEU1007IN
gen CC

ASPECTOS ETICOS Y BIOETICOS

Para realizar este estudio se respeto el principio de confidencialidad. Cada participante permanecio

anénimo al igual que su informacion.

Este estudio no pone en peligro la vida, es un estudio minimamente invasivo.

Se procedié a firmar el consentimiento informado por parte de la madre participante y a su vez
representante del lactante como autorizacion de la realizacion de la toma de muestra de sangre en
cordon y muestra de leche materna.



En la investigacion médica, es deber del médico proteger la vida, la salud, la dignidad, la integridad, el
derecho a la autodeterminacion, la intimidad y la confidencialidad de la informacion personal de las
personas que participan en investigacion.

La investigacion médica en seres humanos debe conformarse con los principios cientificos
generalmente aceptados y debe apoyarse en un profundo conocimiento de la bibliografia cientifica, en
otras fuentes de informacion pertinentes, asi como en experimentos de laboratorio correctamente
realizados y en animales, cuando sea oportuno. Se debe cuidar también del bienestar de los animales
utilizados en los experimentos.

METODOS PARA EL ANALISIS DE RESULTADOS

Se desarrollara una base de datos en Microsoft Office Excel, en las que se incluiran las variables de
operalizacion. Se emplearan medidas estadisticas porcentuales para determinar incidencias, niveles
y posteriormente correlacionar.

RECURSOS

HUMANOS
- Médicos pediatras

- Médicos cirujanos generales
- Doctor en toxicologia
- Bidlogos

- Meédicos residentes de Pediatria

MATERIALES

- Se utilizardn hojas blancas, lapiz, pluma, cuestionarios sobre habitos alimenticios e IMC,
consentimientos informados. Tubos de biometria hematica.

Equipo de procesamiento PCR.

Analisis in silico del polimorfismo Arg702 Trp

A continuacion se muestran los resultados obtenidos de las PCR in silico del polimorfismo Arg702Trp
(R702W), los primers forward y reverse (iniciadores) utilizados se alinearon por blast en el banco de
genesy se muestran en color amarillo, los sitios de corte de la enzima de restriccibn Msp | se observan
en verde y el sitio polimérfico en rojo, la mutacion se encuentra en uno de los sitios de corte de la
enzima de restriccion lo que provoca la perdida del sitio en el alelo mutante al realizar el PCR-RFLP



ttcagatcacagcagccttcctggcagggctgttgtc-gagcactggggcctgctggctga
gtgccagacatctgagaaggccctgct-cgccaggcctgtgcccgctggtgtctggcccgc
agcctccgcaagcacttccactccatcccgccagctgca_gtgaggccaagagcgtgcatg
ccatgc-gttcatctggctcat-agcctgtacgagatgcaggaggagcggctggctcg
gaaggctgcacgtggcctgaatgttgggcacctcaagttgacattttgcagtgtggg

Homocigo Silvestre (Wild type): 352 (una banda)
Heterozigo (Heterozygous): 352+227+125 (tres bandas)
Homocigo mutante (Mutant): 227+125 (dos bandas)

Andlisis in silico del polimorfismo Leu 1007 fsinsC CTT > CCT Leu > Pro

A continuacion se muestran los resultados obtenidos de las PCR in silico del polimorfismo
Leul007fsinsC (T > C), los primers forward y reverse (iniciadores) utilizados se alinearon por blast en
el banco de genes y se muestran en color amarillo, el sitio de corte de la enzima de restriccion BspL |
(NlalVv, Bmil, PspN4l), (GGNNCC) se genera por la mutacion (cambio de T por C) se observan en
verde y el sitio polimdrfico en rojo.

Cctgcagtctctttaactggacagtttcaagaggaaaaccaagaatccttgaagctcaccattg
tatcttcttttccaggttgtccaataactgcatcacctacctaggggcagaagccctcctgcal

-tgaaaggaatgacaccatcctggaagtctggtaag

RESULTADOS

De acuerdo a la recopilacién de informacion, se obtuvo como resultados

Incidencia

16
14
12

10

Mujer Hombre



La mayor incidencia de apendicitis aguda se registré en el sexo masculino.

PREVALENCIA DE APENDICITIS

= Hombres Complicada

= Hombres No complicada

Con mayor numero de casos de apendicitis aguda no complicada en el género masculino.

PREVALENCIA DE APENDICITIS

= Mujeres Complicada

= Mujeres No complicada




Encontrandose la misma prevalencia en el género femenino, siendo mayor el nimero de casos de
apendicitis aguda no complicada.

DISCUSION

En 2018, Yang Chen y cols, realizaron una investigacion sobre el importante rol de la expresion de
NOD1y NOD2 en la infeccién neonatal, demostrandose que la expresion de NOD1 estaba disminuida
en recién nacidos prematuros y a término en comparacion con los adultos, durante el desarrollo de
nuestra investigacion no se encontro incidencia en pacientes recién nacidos de pretérmino o término.

En la investigacion de Yazdanyar y Nordestgaars, en Copenague, Dinamarca se concluye que los
polimorfismos NOD2 ACARD15 no son principales factores de riesgo de enfermedades
gastrointestinales comunes; sin embargo, no podemos excluir completamente la asociacién con
apendicitis, fisura anal, fistula y absceso, y cancer gastrointestinal, nuestra investigacion se desarrollo
de acuerdo a los polimorfismos relacionados con procesos inflamatorios gastrointestinales
ARG702TRP, GLY908ARG y LEU1007INCC, del gen NOD2. Se tuvo como resultado por banco
genético y mediante analisis in silico la secuencia de los tres polimorfismos para su comparacion con
los polimorfismos obtenidos en los pacientes con procesos apendiculares agudos ya confirmados. La
falta de exclusion entre la asociacion de apendicitis con estos polimorfismos impulsé la atencion sobre
estos polimorfismos y la busqueda de su incidencia.

En 2008, Luciana Rigoli y cols, estudiaron los polimorfimos del gen NOD2/CARD15, R702W, G908R,
L1007finsC para determinar el riesgo de Enfermedad de Crohn, en una poblacion del sur de Italia con
diagnostico de Enfermedad Inflamatoria Intestinal, encontrdndose el polimorfismo R702W mas
frecuentemente (9.8%), concluyendo un riesgo aumentado de padecer Enfermedad de Crohn en
pacientes con este polimorfismo. Nuestra investigacion utilizé los polimorfismos descritos en este
estudio, sin contar con estudios que aborden esta entidad patolégico por correlaciébn genética e
inicidencia en poblacion pediatrica.

CONCLUSIONES

Durante el proceso de identificacion de bandaje para el polimorfismo ARG702TRP, existieron fallas
técnicas propias del desarrollo del bandaje genético, siendo necesario externder el tiempo de
investigacion para el desarrollo de la técnica y mejoria de los resultados.

Se reportaron presencia de bandas homocigotos silvestres en la busqueda del primer polimorfismo
ARG702TRP. Se observa bandaje incompleto, siendo necesario mayor cantidad de ADN durante el
siguiente experimento.

Es necesario continuar con la observacion del bandaje de los siguientes polimorfismos para determinar
la inicidencia de cada uno de ellos por separado y al final concluir sobre lo obtenido durante el resto
del andlisis.
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ANEXOS

Hospital Universitario
de Puebla

Rp

CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA PARTICIPAR EN UN ESTUDIO DE INVESTIGACION MEDICA

Titulo del protocolo: “Incidencia de los polimorfismos genéticos arg702trp, gly908arg y leu1007incc en el gen NOD2
de pacientes pediatricos con apendicitis aguda del Hospital Universitario de Puebla”

Investigador principal: Dra. Wendy Argelia Garcia Suastegui
Sede donde se realizara el estudio: Hospital Universitario de Puebla

Nombre del paciente:

Nombre del tutor o padre:



CUESTIONARIO
PARA PARTICIPACION EN EL PROTOCOLO DE INVESTIGACION TITULADO:

“Incidencia de los polimorfismos genéticos arg702trp, gly908arg y
leu1007ince en el gen NOD2 de pacientes pedidtricos con apendicitis aguda
del Hospital Universitario de Puebla.”

Fecha:

Nombre: Fecha de nacimiento:

Nombre del padre o tutor:

Edad: Estatura: Peso:

Lugar de nacimiento: Lugar de residencia: Teléfono

¢Sus padres son mexicanos por nacimiento?

4En qué estado de la republica nacieron?:

Padre: Madre:
45us abuelos son mexicanos por nacimiento?: $En qué estado de la republica nacieron?
Abuelo paterno: Abuelo materno:

Abuela paterna: Abuela materna:




