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RESUMEN

Introduccion

Las altas tasas de mortalidad que se presentan alrededor de
la sepsis ha hecho necesario buscar nuevos marcadores para
abordar al paciente mds oportunamente. El objetivo de este
trabajo de grado fue establecer la asociacién del polimorfismo
-592C/A del gen IL-10 y el desarrollo de sepsis bacteriana y
choque séptico en pacientes que se encuentran en la Unidad de
cuidados Intensivos (UCI) de la Clinica Versalles de la ciudad
de Cali durante el afio 2018.

Materiales y métodos
Un total de 62 pacientes con diagnéstico de sepsis o choque sép-
tico fueron incluidos en el estudio. Se obtuvo la sangre periférica
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y se extrajo el ADN y se realiz6 la amplificacién del gen que co-
difica para la IL-10 para detectar la variante polimérfica -592C/ A
mediante la aplicacién de la técnica de ensayo de amplificacién
del cebador especifico de secuencia por PCR (PCR-SSP).

Resultados

Los pacientes estudiados tenfan un promedio de 53 afios de
edad, con una estancia hospitalaria de 7 dias, el 59,7% eran varo-
nes.El 69,4% de los pacientes present6 sepsis y el 30,6% choque
séptico. E1 16,1% de pacientes fallecié. El pulmén (40,3%) y la hi-
pertension arterial (43,5%) y los procesos hematolégicos (17,7%)
fueron el foco séptico, la comorbilidad y la disfuncién organica
mds reportadas. Las bacterias Gram negativas se detectaron en
forma significativa (59,7%; p<0,05). El andlisis de la posicién IL-
10-592C/ A del gen IL-10 evidencié que los pacientes que desa-
rrollaron sepsis presentaron con mds frecuencia el genotipo ho-
mocigoto AA, el cual se relacioné en forma significativa con altos
niveles de IL-10 al momento del ingreso a la UCI (p=0,001) y en
el 70,6% de los pacientes continuaron los niveles de la IL-10 altos
durante las primera 48 horas del ingreso a la UCI

Conclusién
El andlisis de la posicién IL-10-592C/ A del gen IL-10 evidenci6
relacion significativa con altos niveles plasmaticos de la IL-10.

Palabras Clave
Interleucina 10, polimorfismo, -592C/A IL-10, sepsis, choque
séptico.

Abstract

Introduction. High mortality rates that occur around sepsis have
made it necessary to search for new markers to approach the pa-
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tient more promptly. The objective of this degree work was to
establish the association of the -592C / A polymorphism of the
IL-10 gene and the development of bacterial sepsis and septic
shock in patients who are in the Intensive Care Unit (ICU) of the
Versalles Clinic in the city of Cali during the year 2018.

Materials and methods

A total of 62 patients with a diagnosis of sepsis or septic shock
were included in the study. Peripheral blood was obtained and
DNA was extracted and the gene encoding IL-10 was amplified
to detect the -592C / A polymorphic variant by applying the se-
quence-specific primer amplification assay by PCR (PCR-SSP).

Results

The patients had an average of 53 years and 7 days of hospi-
tal stay, 59.7% were men. 69.4% of the patients presented sepsis
and 30.6% septic shock. 16.1% of patients died. The lung (40.3%)
and arterial hypertension (43.5%) and hematological processes
(17.7%) were the most reported septic focus, comorbidity and
organ dysfunction. Gram negative bacteria were detected sig-
nificantly (59.7%; p <0.05). The analysis of the IL-10-592C / A
position of the IL-10 gene showed that patients who developed
sepsis more frequently presented the homozygous AA genotype,
which was significantly related to high levels of IL-10 at the time
of admission to the ICU (p = 0.001) and in 70.6% of the patients
the levels of IL-10 continued to be high during the first 48 hours
after admission to the ICU.

Conclusion

Analysis of the IL-10-592C/ A position of the IL-10 gene showed
a significant relationship with high plasma levels of IL-10.
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INTRODUCCION

La interlucina-10 (IL-10) es una citocina secretada principalmen-
te por los macréfagos, eosindfilos, linfocitos T y B. La principal
funcién de esta citocina es limitar la respuesta inflamatoria. Uno
de los factores que influyen en su produccién son las infecciones
(Hjuler et al, 2008), y se ha visto que juega un papel relevante en
la patogénesis de la sepsis (1). En este sentido, se ha relacionado
la produccién excesiva de la I1-10 como inductor de inmunosu-
presién en sepsis bacteriana e incremento de la mortalidad (2).

La produccién de esta citocina varia entre individuos y estarfa
influenciada por las caracteristicas genéticas, entre ellas, el cam-
bio de un solo nucléotido en el gen que codifica la IL-10, lo que
genera un polimorfismo conocido comtinmente como SNP. En la
region promotora del gen II-10 se han detectado tres SNP (-1082,
-819, y -592) (3) que se han relacionado con los cambios en los
niveles de la IL-10 y en la susceptibilidad de la sepsis (4).

El polimorfismo generado por el cambio de adenina por guanina
en la posicién -1082 se relaciona con la evolucién de la sepsis (3,
8). El alelo -1082A se relaciona con susceptibilidad al desarrollo
de sepsis; siendo el genotipo AA relacionado con aumento en
la produccién de la IL-10 y por lo tanto con inmunosupresién
inducida a las infecciones. El genotipo -1082G /G se ha asociado
con menor mortalidad en pacientes que desarrollan sepsis (3).
Sin embargo, resultados contradictorios se han encontrado en
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otras investigaciones, el alelo -1082A se asocia significativamen-
te con menor produccién de IL-10 inducida debido al efecto del
lipopolisacdrido (LPS) de las bacterias Gram negativas y el alelo
-1082G se relaciona con una mayor produccién de IL-10 y mayor
mortalidad en la sepsis grave (5).

En un metaandlisis se encontré que los polimorfismos de IL-10
estdn asociados con la susceptibilidad a la sepsis en poblaciones
caucdsicas y asidticas (6). Ademds, del riesgo de shock séptico en
este estudio posiblemente debido al aumento de las concentra-
ciones plasmaticas de IL-10 (7).

Es necesario realizar estudios en este polimorfismo para evaluar
la precisiéon de estos datos en diferentes poblaciones, debido a
que como lo han establecido algunos investigadores, el diagnds-
tico temprano de sepsis y el correcto cumplimiento del soporte
clinico juegan un papel critico en la mortalidad (8).

El estudio de los polimorfismos genéticos y el desarrollo de la
sepsis ayudan a proporcionar a los clinicos nuevas herramientas
para evaluar el prondstico, para intervenir temprana y agresiva-
mente con el tratamiento a las personas de alto riesgo, y para evi-
tar el uso de terapias con efectos adversos; sin embargo, estos es-
tudios deben ser realizados para cada poblacion en particular. El
objetivo de este estudio fue evaluar el porlimorfismo -1038 A/G
de la region promotora del gen de la IL-10 en pacientes diagnos-
ticados con sepsis en un hospital de la ciudad de Cali.

25



Romel Fabian Gémez / Alfonsina del Cristo Martinez / Ménica Chavez Vivas

MATERIALES Y METODO

Este estudio de casos y controles incluy6 un total de 62 muestras
de pacientes con diagndstico de sepsis de acuerdo alos pardmetros
establecidos en el tercer consenso de sepsis (9) y 50 sujetos sanos.
Los criterios de inclusién fueron: pacientes que se encuentren
en la Unidad de Cuidados Intensivos de la Clinica Versalles con
diagndstico de sepsis bacteriana, mayores de 18 afios y que fir-
maron el consentimiento informado.

Los criterios de exclusién fueron: pacientes infectados por el vi-
rus de inmunodeficiencia humana (VIH), con historias clinicas
incompletas, que estén recibiendo previamente terapia antimi-
crobiana, que tengan como antecedentes enfermedades autoin-
munes (lupus, espondiloartropatia, psoriasis) o pacientes que
estén recibiendo previamente medicamentos inmumoduladores
(anti-TNF, metrotexate, sulfasalazina) 6 con shock refractario
post inicio a reanimacién con esteroides.

Obtencion de las muestras

Para obtener las muestra clinicas de los pacientes con sepsis
hospitalizados en la unidad de cuidado intensivo, se tomé una
muestra de 5 mL de sangre periférica en un tubo vacutainer (BD,
Franklin Lakes, USA) con EDTA como anticoagulante, se centri-
fugd a 3000 g x 10 minutos y se almacend a —20 °C, que es la con-
servacion mds correcta para los estudios genéticos.
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Técnicas genético-moleculares

Extraccion del ADN

A partir de 1,5 mL de suero/plasma se realiz6 la extracciéon del
ADN con el DNeasy Blood & Tissue Kit (Cat No. 69506 QIA-
GEN) siguiendo el protocolo establecido por la casa comercial.
Una vez purificado el ADN se cuantificé su concentracién espec-
trofotométricamente en Nanodrop 2000.

Amplificaciéon del cebador especifico de secuencia PCR-SSP

La genotipificacién del gen que codifica pro la IL-10 (-1082G / A)
se llevé a cabo mediante el empleo del ensayo de amplificacién
del cebador especifico de secuencia por PCR (PCR-SSP),que con-
siste en emplear los cebadores con el polimorfismo -1038G para
el a alelo G y -1038A para el alelo A con las condiciones siguien-
tes de amplificacién: un ciclo a 95° C durante 5 min seguido de
30 ciclos a 95° C durante 90 s, 60° C por 90 s, 72° C por 1 min y
finalmente por 10 min de extensién a 72° C. En los cebadores IL-
10 genéricos 5-tct cgg ttt ctt ctc cat cg-3, cebador del alelo G 5-ata
get ttt gag gge cat gg-3 y cebador del alelo A 5-ata ggt ttt gaggge
cat ga-30- la amplificacién se llevé a cabo utilizando el termoci-
clador Bio-Rad.

La electroforesis de los productos de PCR se llevé a cabo en gel
de agarosa al 2% y visualizado por Syber Green, la presencia o
ausencia de fragmentos se visualiz6 mediante un transilumina-
dor UV. Un tamafio de producto de 161 pb se consideré una am-
plificacién positiva. Cada una de las mezclas de cebadores conte-
nia un par de cebadores de control que amplificaba una parte del
gen de la B-globina humana (fig 1). Se determinaron las frecuen-
cias de alelos y genotipos del gen de la L-10 (G/A-1082).
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Analisis estadistico

Las variables fueron categorizadas y se analizaron median-
te la prueba de chi cuadrado empleando el paquete estadistico
SPSS vs.23 (Chicago, Inc). Los valores de Odds Ratio (OR) que
se muestran en las tablas se obtuvieron utilizando el genotipo
ancestral o el alelo como referencia (se muestra como OR = 1).
Todas las pruebas fueron de dos colas y el nivel p de significancia
se estableci6 en 0.05.

RESULTADOS
Los pacientes presentaron como promedio de 53 afios (DE+19,47),
indice SOFA de 89 (DE+0,945) y 7 dias (DE+4,87) de estancia hos-

pitalaria E1 59,7% de ellos fueron varones (tabla 1).

Tabla 1. Caracteristicas sociodemograficas y nivel promedio de
laIL-10 determinada en los pacientes con sepsis y choque séptico

Total (n=62) | Sepsis Choque séptico | P-value
(n=43) (n=19)

Género M/F |37/25 26/17 11/8 0,849
Edad, 53.00+19.47 |51.93 +20.258 | 52.21 +18.109 0,921
promedio +
DS
Dias de 7.00+4.874 7.85+3.804 9.53+6.703 (3-33) | 0,544
estancia (2-3) (2-16)
en la UCI,
promedio
+DE
qSOFA=2 23 (37.1) 15 (34.9) 8(42.1) 0,587
(%)
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IL-10 pg/ 43.00 [26.5- 43.00[27-74] |16 [16-48] 0,583
mL en el 72.5]
momento de
la admisién
pg/mL
[25th-75%
percentiles]

IL-10 48h pg/ [ 52 [37.5-83.75] | 45 [30-69] 66 [46-90] 0,270
mL [25th-75t%
percentiles]

* p-value estadisticamente significativo <0,05
Fuente: Elaboracién propia.

E169,4% delos pacientes presenté sepsis y el 30,6% choque séptico.
El 16,1% de pacientes fallecié. El agente etiolégico aislado mas
frecuentemente fue las bacterias Gram negativas (59,7%; p<0,05).

El andlisis de la posicién -1038 del gen il-10 evidencié un ligero
predominio del alelo A con una frecuencia del 80,6%, frente al
alelo G (72,6%).

El genotipo AG fue el mds frecuente con un 53,2% de prevalen-
cia, seguido por el genootipo AA con un 27,4% y el genotipo GG
conun 17,7%.

Los datos de los SNP IL10 en los pacientes con sepsis se presen-
tan en la Tabla 2. Los pacientes que desarrollaron sepsis presen-
taron con mas frecuencia el genotipo AA sin representar un valor
estadisticamente significativo (76,5%; p>0,05).

En este estudio se determinaron también los niveles plasmaticos

delaIL-10 al momento del ingreso ala UCIy en las 48 horas sigui-
entes y se encontré que los pacientes con diagndstico de sepsis
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presentaron un nivel promedio de 43 pg/mL, y en los pacientes
que desarrollaron choque séptico, estos niveles se incrementaron
a 66pg/mL durante las primeras 48 horas de su ingreso a la UCL

El grupo control presenté un nivel promedio de 3 pg/ml, valores
por encima de estos fueron considerados altos. Los pacientes con
altos niveles de II-10 al momento del ingreso a la UCI represen-
taron el 41,9%, estos niveles se mantuvieron altos en el 48,4% de
ellos durante las primeras 48 horas de su ingreso a la UCI.

El genotipo AA se relacion6 en forma significativa con altos nive-
les de IL-10. EI 76,5% de los pacientes que tenia el genotipo AA
present6 altos niveles de la IL-10 al momento del ingreso a la
UCI (p=0,001) y en el 70,6% de los casos con este genotipo, los
niveles continuaron altos durante las primeras 48 horas de su
ingreso a al UCI (p=0,032) (Tabla 2).

Table 2. Caracteristicas de los pacientes con sepsis en relacién al
genotipo IL-10-1082.

Caracteristica Total AG/GG | AAn=17 | OR 95%ClI P-value
(n=62) |n=45 n(%)
n(%)
GENERO 0,521(0,157- 0,282
Mujer 25(40,3) |20 (44,4) [5(29,4) |1,725
Hombre 3759,7) |25(55,6) |12 (70,6)
SEPSIS 43 (69,4) [30(66,7) |13(76,5) |1,625(0,452- 0,455
5,848)
CHOQUE 19 (30,6) |15(33,3) |4(23,5) |1,625(0,452- 0,455
SEPTICO 5,848)
AGENTE 37 (59,7) |24 (53,3) |13(76,5) |2,844 (0,803- 0,098
ETIOLOGICO 10,070)
(GRAM
NEGATIVOS)
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IL-10 ALTA 26 (41,9) |13 (29) 13 (76,5) | 8,000 (2,196- 0,001
29,145)

IL-10-48HrS 30 (48,4) |18 (40) 12 (70,6) | 3,600 (1,082- 0,032

ALTA 11,973)

Estancia UCI>7 | 37 (59,7) |25 (55,6) |12 (70,6) |1,920 80,580- 0,282

dias 6,359)

Fallecidos 10 (16,1) |7 (15,6) 3(17,6) 1,163 (0,264- 0,842
5,135)

Fuente: Elaboracién propia.

DISCUSION

En este studio se investigé una variante polimérfica del gen il-10
con el desarrollo de sepsis.

Los polimorfismos del gen de il-10 y la produccién de IL-10 in-
fluyen en el equilibrio de la respuesta immune como ya ha sido
previamente establecido por otras investigaciones (3, 10). Debido
a la importante funcién en la respuesta inflamatoria durante la
sepsis, la naturaleza polimérfica del gen que la codifica puede
conferir flexibilidad a la respuesta immune en el paciente séptico.

Los reportes sefialan que una alta produccién de IL-10 podria
estar asociada con la susceptibilidad y el resultado de la sepsis
(1, 2, 4, 11). Mostrando el alelo —-1082A una alta asociaciéon
con la susceptibilidad a sepsis. Sin embargo en este estudio,
a pesar que el alelo A fue el mds frecuente (80,6%) entre los
pacientes que desarrollaron sepsis no se encotré asociacién con
el desarrollo de la enfermedad. Por otra parte se ha establecido
que el alelo G se relaciona con el incremento en la produccién
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de la IL-10 y de la mortalidad, el resultado de este estudio no
encontro esta asociacion.

La discrepancia en los resultados se debe quizds a las caracterist-
cas genéticas entre poblaciones. Un metaandlisis gie incluy¢6 11
estudios realizados con poblaciones asidticas y caucdsicas mostré
que habia una asociacién entre el polimorfismo IL-10 1082A /Gy
la susceptibilidad a la sepsis segtin el modelo de comparacién de
genotipos, en el caso de la poblaciones asidticas (GG vs AA: OR =
0,39; IC 95% 0,21-0,73; P = 0,003; para GG vs AA / AG: OR = 0,36;
IC 95% 0,14-0,92, P = 0,032), pero no hubo asociacién similar en
las poblaciones caucdsicas (6). La discrepancia en estos resulta-
dos puede explicar los hallazgos de este estudio (AA vs GG/ AG:
1,625. IC 95% 0,452-5,848; P=0,455), en el que no encontramos
asociacion entre los genotipos del gen il-10-1038.

Cuando se estableci6 la asociacién de los genotipos con los nive-
les plasmaticos de la IL-10 se encontré que el genotipo AA se
relacioné en forma significativa con altos niveles de IL-10 duran-
te las primeras 48 horas del ingreso de los pacientes a la UCI en
concordancia con previos resultados (7, 10, 1).

CONCLUSION

En este estudio se evidencia la asociacion entre los altos nive-
les de le IL-10 en pacientes con el genotipo AA: sin embargo,
es necesario incluir un mayor ntimero de pacientes con la en-
fermedad con el fin de establecer si existe el SNP i/10-1038 y se
puede relacionar con la susceptibilidad al desarrollo de la sepsis
en nuestra poblacién.
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