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RESUMEN

HERNIA INGUINAL INDIRECTA
Y RALANCE EN LA EXPRESION GENETICA DE COLAGENA TIPO VI
DE LA FASCIA TRANSVERSALIS

Presenta:
Dr. Victor Hugo Ramos Cano

Con el objeto de determinar la relacion existente entre el balance de la produccion de
coldgena tipo I/III en la fascia transversalis v Ia incidencia de Hernia inguinal Indirecta se
obtuvieron muestras de fascia fransversalis de 30 pacientes con este padecimiento v 30 de
pacientes operados por ofra causa, determindndose la expresién genética para estos dos
tipos de colagena mediante purificacion de! RNA, aislamiento de mRNA, RT-PCR con
marcaje con PP, electroforesis con gel de agarosa al 2% v finalmente determinacion de la
cantidad de DNA ampliado de secuencia especifica para cada una de estas proteinas
tomando como base la intensidad de desintegracién radioactiva de B-Actina ajustada a 1.0
Los pacientes con Hernia ingninal indirecta tuvieron los siguientes niveles de actividad
especifica: Coldgena tipo I: X= 1856 DS8=0.07388715 Var= 000545931 Nivel de
confianza 95%. Colagena tipo I X= 1.709 DS~ 0.08027324 Var= 0.00644379 Nivel de
confianza 95%, Relacidn Coldgena tipo VI X= 1.08739022 DS= 0.04912808 Var=
0.00241357 Nivel de confianza 95%

Los pacientes sin Hernias tuvieron los siguientes niveles de actividad especifica: Coldgena
tipo I: X= 18796 D5=0,06339806 Var= (.00404471 Nivel de confianza 93%. Colagena
tipo I X= 2,206 DS= 0.12647293 Var= 0.0159954 Nivel de confianza 95%, Relacidn
Colagena tipo VI X= 085411836 DE&= 0.05021607 Var= 0.00252163, Nivel de
confianza 95%

Se realizoé ¢l analisis estadistico de “t” para medias de dos muestras con varianzas
desiguales de los resuitados de las muestras del grupo Confrol ¥ Problema obteniendo:
Coldgena Tipo I P=0.09, Coldgena tipo LIf: P= <0001, Relacion Coldgena tipo I/III: P=
<(.001.

Se realizd analisis estadistico de varianzas mediante las Prueba F de los resultados
de las mmestras del grupo Control y Problema obteniendo: Coligena Tipo I P=0.2
Colégena tipo HI P= 0,008, Relacion Colidgena tipo /Il P= 0.004,

Concluimos que en nuestro estudio existe un incremento significativo en el nivel
de produccion de colagena tipo 1 v una disminucion también significativa en la relacion
de la  produccién Colagena tipo I/Ill en la fascia irasnversalis de los pacientes que
desarrollaron Hernia inguinal indirecta con respecto a los que no presentan esta situacion:

Estos resultados son similares 2 los obtenidos por otros autores tomando muestras
de piel, o de aponeurosis de la pared abdominal,

xiii



I. INFRODUCCION

o

1.a Medicina avanza a pasos agigantados, lo que hoy es verdad, mafiana serd una
mentira a2 medias, para finalmenic convertirse en un rotundo desatine ante la gran cantidad
de nuevos descubrimientos,

La Cirugia no es la excepcidn v actualmente, ¢l Cirujano se ve obligado a cambiar
la concepeion del mundo que le rodea, hasta hace poco se miraba a los 6rganos como
estructuras con una funcion definida, posteriormente se describia desde el punto de vista
celular ¢ incluso organelar hasta que hoy por hoy la vision integral de la enfermedad deja
de ser incluso microscdpica y se ha convertido en molecular,

Y es que desde que Francis Crick v
James Watson descubrieron fa estructura
de aquella molécula que encierra la vida
v que les valio el premio Nobel en 1962,
(fig. 1.1.) no se puede concebir la
Ciencia v por ende la Medicina de otra
forma que no sea la estrictamente
molecular.

Finalmente, con el
desciframiento completo del Genoma
Humano en febrero de este afio se ha
dado un paso trascendental en la
Historia: Una molécula gue se descifra a
si misma, y hoy por hoy se conocen casi
todos los procesos en los que participa
de forma perfecta

Fig, 1.1.- Francis Crick v James Watson

Ahora temas como la clonacidn, la manipulaciéon genética, la curacidn de
enfermedades afin antes del nacintento y muchas otras que hasta hace wna década solo
podian salir de la imaginacion de los literatos, ocupan a los noticicros v rebasan ias normas
y leyes.

Este trabajo pretende abordar aspectos de la causalidad de Ia Hernia Inguinal desde
el niicleo mismeo del fibroblasto, con técnicas de Biologia Molecular, estandarizadas.
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II. MARCO TEQRICO

]

Tradicionalmente se define como Hernia a la protrusion del contenido de una
cavidad a través de un orificio o zona de mener resistencia natural’

Por tanto se designa a Ja Hemnia inguinal como la protrusién del contenido abdominal por
esta region, limitada dentro del wridngulo formado por el ligamento inguninal, el borde
externo de la vaina del misculo recto anterior, y una linea transversal, cuyo origen se
encuentra en la cresta iliaca antero-superior.

Hasselbach en 1814 describe el triangulo que lleva su nombre, con base en la parie
medial de la vaina femoral v la arteria epigastrica profunda; v con vértices constituidos por
el borde lateral de 1a vaina de los rectos v el borde iliopibico, Actualmente ¢l tridngulo se
encuentra formado por ¢l borde lateral del muscuio recto anlerior, los vasos epigdstricos
profundos y el ligamento ingninal o de Poupart.

Las Hernias que por origen tienen el triangulo de Hasselbach , se nombran conto
directas, mientras que aquellas localizadas en la regitn inguinal por fuera de esta zona se
denominan indirectas, y finalmente las gue nacen por debajo del ligamento inguinal o de
Poupait, corresponden a las femorales.”

En 1989 AL Gilbert, describid uit sistema de clasificacion para la Hernia inguinal,
que, posteriormente modificado por Rutkoff, identifica hermias indirectas (I, I y 1D,
directas {1V y V) mixtas (VI) y femorales (VII).

Las Hernias inguinales indirectas (Gilbert I, II v Iil), se presentan con mayor
frecuencia en hombres mientras que las directas y femorales (Gilbert IV, V' y VII), en
mujeres, las mixtas (Gilbert VI) se manifiestan indistintamente..”

El tridngulo de Haselbach, ¢l restante de la region inguinal v 1a regidn femoral, se
encuentran dentro del orificio miopectineo, zona de debilidad aponeurotica, protegida por la
fascia transversalis y una serie de mecanismos que actan cuando aumenta la presion intea-
abdominal, El mecanismo esfintetiano del orificio inguinal profundo esta formado por wn
lazo de fascia transversalis v actia al confraerse el misculo transverse del abdomen. Por
otro lado el mecanismo obturador del arco del transverso ocluye la zona débil del triangule
de Hasselbach al aproximarse al ligamento inguinal o de Poupart.”

Auncue se desconoce la cifra exacla, se puede afirmar que en México la Hernia
inguinal es el padecimiento quirfirgico mas frecuente, se estima que entre el 3y 3% de Ia
poblacion general la padece. '

Las Hemias ingninales pueden ser; por su etiologia, congénitas o adquiridas, las
primeras como una persistencia en la permeabilidad del proceso peritonec-vaginal durante
la migracion del testiculo o bien; del ligamento redondo segfin sea el caso. Las segundas
con un origen multifactorial, algunos factores implicados son: La falta del mecanismo



obturador, el aumento sostenido en la presién intra-abdominal, factores generales como
edad, falta de ejercicio fisico, obesidad, embarazos miiltiples, chrugias, reposo en cama y
tabaguismo. Las Hernias inguinales indirectas por lo general son congénitas, mientras que
1as directas son adquiridas.”

El desarrolio o aparicién de la hernia inguinal tiene como factor fandamental la
pérdida del mecanismo obturador del arco del transverso y del mecanismo esfinterianc del
orificio inguinal interno, en cuyo caso; la resistencia ¢ integridad de la fascia transversalis
juega un papel determinante, atributos dados entre ofras causas, por ¢l tipo de colagena que
la conforma

La colagena cs la proteina mas abundanie en el mundo animal y constituye
alrededor del 25% de 1a proteina de los mamiferos, Se han identificado mas de diez tipos
distintos e intervienen en las propiedades fisicas de los tejidos.

Todos los tipos tienen
una estructura helicoidal iriple,
Cada subunidad polipeptidica o
cadena alfa estd torcida en una
hélice con giro a la izquierda que
forma una molécula de 1.4 nm x
300 nm, una caracteristica
sorprendente es la courrencia de
residuos de ghicina cada lercer y L
posicion  ((Ai-X-Y),, de la e
porcion helicoidal triple de la -
cadena  alfa.  requerimiento
absoluto para la formacién de la
triple hélice, amngue X vy Y CADENA ALFA
pueden ser cualquiera residuos de Figora 2.1.- Rasgos moleculares de la estructura de le coldgena
aminodcidos, mas de 100
posiciones Xy 100 posiciones Y’
son profina e hidroxiprolina respectivamente.

TR TRIPLE FIELICE
b
S

La colagena recién producida es modificada en forma extensa antes de convertirse
en la fibra exiracelular madura, se sintetiza como pre-procoligena en el ribosoma,
posteriormente en el reticulo endopldsmico se transforma en procoligena, esta molécula
contiene péptidos de extension de 20 000 a 35 000 Daltones, los cuales se separan gracias a
la accién de enzimas extracelulares llamadas procoldgena aminoproteinasa y procoligena
carboxipeptidasa, ensamblandose lag fibras con desfazamiento a un cuarto, desaminacion
oxidativa de grupos amino no constituyentes de la cadena principal y formacién de
entrecruzamiento intra e intercatenarios (fig. 2.1).%

La Colagena tipo I { [x1(D], ¢2), es Ia expresion de dos genes diferentes COL1AL
(fig. 2.2) y COL1A2 (fig. 2.3), en los cromosomas 17 y 7 respcctivamg_znte, mientras que en
el cromosoma 2, se expresa la coldgena tipo I ( [wl(IID)]s), (fig. 2.4

(3]
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El papel que juega la coldgena en relacion con la Hernia ha sido sospechado de
antafio, v padecimientos cayo sustrato fundamental es el trastomo en la produccion de
colagena de forma adecuada, se asocian con un incremento en el riesgo de desarrollar
hernias inguinales. ™, ¥ ¥

Existen diferentes estudios que demuestran que los pacientes con hernias y
eventraciones postquirirgicas presentan trastornos en la proporcion de la expresion
genética de coldgena tipo I, proteina de gran fuetza tensil, y tipo IIl, una coldgena
inmadura; con upa reduccion en la relacién Colagena L/II1, en muestras de p:el i i

El balance de coldgena tipo U, depende tanto de la tasa de produccion por
fibroblastos, como de la velocidad de degradacién por parte de las colagenasas,
principalmente las metaloproteinasas de matriz celular-1y 13, (MMP-1 y MMP-13, por sus
siglas en inglés), sin embarge ha sido demosirado gue no existe diferencia enfre la
expresion  de MMP-1 y MMP-13 v el desarrollo de hernias primarias o recidivante, ni
eventraciones postquintrgicas.™ ™

Por otro lado en muestras de fascia trasnversalis se ha determinado expresion de la
metaloproteinasa de matriz celular-2 (MMP-2 por sus siglas en inglésy™, sin embargo la
tasa de absorcidn de coldgena tipo I y Tipo I no mostré cambios,™

Lo que sugiere gue el balance de coldgena /111 de la fascia no es determinada por
la actividad de metaloproteinasas de matriz celular, sino por el tipo de preduccién de
coldgena por los fibroblastos.

La medicién en la produccién de cada tipo de coldgena de forma directa es
factible, sin embargo representa un indicativo poco confiable debido a que, desde su
produccion en el ribosoma hasta su incorporacion en una fibra madura, pasa por muneroses
pases dificiles de controlar y por lo tanto de evitar iendencias; por otra parte, la molécula de
coldgena incorporada a la fibra es dificil de separar. Por tanto la mejor manera de
determinar la produccion de esta proteina es delerminando la intensidad de su expresion
gendtica pudiendo realizarse esta de forma relativamente sencilla mediante procedimientos
estandarizados de biologia melecular ¥ que comprende los siguientes protocolos:

a) Purificacién del RINA X8 xix x

El éxito en el aislamiento de RNA intacto requicre de cuatro pasos
esenciales: 1) efectiva disrupcion de los tejidos y céhulas, 2) desnaturalizacitn
de los complejos de nucleoproteinas, 3) inactivacién de las ribomucleasas
endogenas y 4) remocion del DNA y proteinas contaminanies.

Para esto se utiliza las propiedades de disrrupcion y precipitacion de
tejidos del tiocianato de guanidina (GTC), del etanol de precipitar y el agua de
solubilizar los 4cidos nucleicos, asi como la capacidad del B-Mercaptoetanot
para inactivar las ribonucleasas presentes en los extractos de células, La
muesira es homogeneizada v puesta en contacto con una solucion acuosa de
GTC y B-Mercaptoetanol, con lo que habra disrrupcidn, precipitacion de los
componentes celulares no nucleicos e inactivacion de las ribonucleasas, al
centrifugar fa muestra, tendremos un precipilado de detritus, quedando en la
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solucion los cidos nucleicos, posteriormente se decania v se agrega DNasa,
de modo que lo linico que
quede sea RNA, y
detritus de DNA,
finalmente se afiade etanol
para- precipitar el RNA y
separario de detritus con
lo que se consigue RNA
total de alto grado de
pureza, (fig. 2.5)

Los fejidos homogencizades s¢ agregan al
Buffer gue  comtiene  GTC, [
Mercaptoctano] ¥ agua,

Dizspués de la centrifiigacitn se precipitan
los detrites colulares

Al apregar etanol se precipita ¢l DNA

Obtencion del mRNA ™

i S¢ agropa of contenido z una costifla de

separacidn fraccionada por contrifugaciin.

Se  realiza
actnaimente sin la
necesidad de emplear
celulosa  Oligo(dT)
con los problemas
asociados de
contaminacion  por

Después  de  comrifugar los  dcidos

foices i d on fa momb de ia
costilla, protipitado, so roalizan lavades ¥
finalnrente se aprepae PDNasa

Se veelve z realizay Is previpitaciin con

RNA empleando etanol v ef fracciopamiemto  por
. procipitacitn/oentrifegacion parz olitensr

particulas el RNA puro

paramagnéticas

unidas a

eStrﬁpwinCl?d’ levada Figura 2.5.- Esquematizacién del protocolo para la

moicea de cicva obtencién de RNA total

afinidad por ke

biotina.

La reaccion se basa en ires aspectos basicos:

La caracteristica del mRNA de las céiulas eucariontes de
presentar en el extremo 3° una cola de poli-Adenina {poliA"), y Ia
hibridacién selectiva con wi coniplejo biotinado que en ¢l extremo 3’
posee una cadeng poli-Timina [Complgjo Oligo(dT).

La cualidad del RNA de hibridarse cuando fa concentracion
salina anmenta,

L.a atinidad de la estreptavidina por la biotina.

Asi se puede agregar a una solucion acuosa de RNA fotal un
fragmento Oligo(dT) vmido a biotina, se aumenta la concentracién salina
de la mezcha con lo que se conseguird la hibridacion solo del mRNA con
extremio PoliA” al fragmento biotinado Oligo{(dT), -posteriommente se
agrega estreptaviding unida a particulas paramagnéticas, tealizando la
separacion magnética del hibrido mRNA  poliA*/Oligo(dT) biotinado, v
se lava. Disminuyendo posteriormente la concentracion salina, es posible
reatizar lavados hasta obtener mBNA puro que finalinenie por
decantacion se puede solamente recolectar mRNA. (fig. 2.6)
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¢) RT-PCR™

El mRNA puede ahora mediante una transcriptasa inversa convertirse en

un cDNA monocatenario.

Finalmente se agrega RNasa para hidrolizar todo ¢l RNA.

RNATOTAL CONLA
FRACCION mRNA

¥m1G e  AAAAAAAY

HIBRIDACION CON s yryy711¥
oligofdT)

RESRENRAE
S agrege Is ostreptavidin
unida a particulas paranagnciicas @

SmiG s

LAVADOY
ALMACENAJE DEL mRNA

R T N G S—

TTITTTE8

$in7G

FASE SOLIDA

FASE ACHOSA

Fip. 2.6.- Diagrama esquemditico del aislamiento de mRNA

d) Electroforesis de DNA™

La reaccién en cadena de la
polimerasa permite amplificar
una secuencia especifica de
DINA.

Para esto  se
requieren dos cebadores en
los  extremos 5 para
amplificacién por la DNA-
polimerasa, uno para cada
secuencia de las cadenas. (fig.
2.7)

El ciclo basico
de la PCR puede definirse de
la siguniente manera;

1) Desnaturalizacidon del
DNA

2) Hibridacion a los
cebadores

3) Amplificacién  por la
DNA polimerasa

4y Nueva desnaturalizacion

5} Repeticion del ciclo

Posterior a la RT-PCR, se toma vna muestra y se introduce en une de los
“pocillos” en un gel de agarosa al 2% (Ya que la poliacrilamida es menos
porosa y no apia para la electroforesis de dcidos nucleicos), y finalmente se
coloca por imersion (“Electroforesis submarina”) en un gradiente eléctrico,
con lo que por tamafio de bases, ira avanzando hacia el catodo, a2 menor bp,
mayor velocidad, finalmente se realiza la lectura de la radiacién beta del P*
por medios automatizados obteniendo 1a intensidad relativa de cada banda
especifica permitiendo determinaciones cuantitativas de alta calidad

Otro método también utilizado inplica la adicién de bromuro de etidilo v
finalmente despucs del lavado, se observa.bajo radiacion UV (despide nn
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color naranja) se fotografia v cuantifica por densitometria, este wlimo

”

método solo permite una evaluacion semi-cuantitativa, de la concentracion de
mRNA, (fig. 2.8)

| SscuenciadeDNAdiana L1
5' - ¥ ; . 3‘
3’§ i ; g 3
§ g
Se desnaturaliza el DNA
¥ se unen los cebadares Ay B
5’% - 3
3 - B §°
So sintetizan las nuevas cadenas de
DNA vy se anen los cebaderes Ay B
§
¥ 3
¥ - e §
Se dematuoralizan as cadenas de
DNA y se unen los cehadores Ay B
BE .
Lasnuevas cadenas de DP&\ 5e
dintetizan
i

Se unen los cebadores Ay B

Figura 2.7.- Protocole RT-PCR %
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“Pocillos™ para

de DNA

Geel y tampdn de
separaciin con pH
alcalino (B DNA

Corriente de
adguicee carga

alimentacidn @
(Coriente contfoua Sy negativa)
enfre los Fin,

extromos del gol)

Los fragmentos de
DINA (Carga nogativa)
han avanzado

hacia cf polo
' positive

A menor tarnaio
mayor recomide

Laboratorio de clectrofiresis

Aspecto final do dithntas muestyas

Figura 2.8.- Electrotoresis de DNA con gel de Agarosa
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L. JUSTIFICACION

Se ha demostrado que, la pérdida del mecanismo obturador del iransverso deja a
la fascia fransversalis como la tmica linea de defensa ante la presion del contenido
abdominal en el triangnlo de Hasselbach, y al resultar vencida esta; se produce una hernia
inguinal directa.

El origen de la hemia inguinal indirecta es eminentemente congénmifo, la
persistencia del proceso peritoneo-vaginal ocasiona de forma definitiva una hernia al
mismo momento del nacimiento, sin embargo es de extrafiar que sus manifestaciones por lo
" general se presenten hasta varlas décadas de vida después.

Esto se explica gracias al mecanismo esfinteriano del orificio inguinal interno, que,
en respuesta al aumento de la presion abdominal v por contraccidén del nmiscnlo transverso
det abdomen, ocasiona “pinzamiento” de este orificio mediante un lazo de fascia
transversalis ¥ que, en tanlo persista, conservara el proceso peritonec-vaginal como un
conducto virtual, 1a pérdida del mecanismo esfinteriano ocasionara el cuadro caracteristico
de una hemia inguinal indirecia,

Dicho planteamiento coloca a la fascia fransversalis, como estruciura anatdmica
crucial, una pérdida de integridad o resistencia de dicha fascia, contribuird de forma
inequivoca en la formacion de la hernia inguinal directa v el desarrollo de la indirecta,
presente desde el momento del nacimiento.

Determinar los factores que influyen en la integridad v resistencia de la fascia
fransversalis permitiri crear estrategias de prevencion y tratamiento para la Hernia inguinal
indirecta, redundando es una menor morbilidad y consecuente descenso en la mortalidad, lo
que justifica este 1ipo de estudios

12



IV. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La fascia framsversalis, debe su integridad, fundamentalmente a la coiagend,
proteina que, en forma de fibras, provee de resistencia a cualquier tejido.

La resistencia correspondiente a la coldgena de tejidos aponeuroticos y fasciales de
proteccion se halla determinada por el balance total entre a colagena tipo 1y la Tipo IIL

La colagena tipo I, con contenido bajo de hidroxilisina y sitios escasos de
glucosilacion de fa misma, forma fibras anchas, se ha demostrado, provee de fuerza tensil
suficiente, siendo considerada como coldgena de buena calidad, mientras que la Coligena
tipo III, con contenide alto de hidroxiprolina y que forma “fibras de reficuling” es una
colagena inmadora que en caso de tejidos expuestos a tension, demerita su resistencia.

Se considera que la hermia inguinal directa tiene uvn origen adguirido mientras que la
indirecta se relaciona con la persistencia del proceso peritoneo-vaginal, siendo evitada la
protrusion  del contenido abdominal gracias a los mecanismos de cierre del orficio
miopectingo siendo necesaria ia conjuncion de los dos factores para que se desarrolle
clinicamente.

Se ha observado que Ia pérdida de la resistencia de la fascia fransversalis y con
ello, el balance total de la colagena tipo 1 v Tipo 1II, es un factor importante para la
aparicién de una hernia inguinal directa.

Si tomamos en coenta que en e} desarrollo de Ia hemia indirecta, también juega un
papel importante el mecanismo esfinteriano de la fascia transversalis, podemos pensar que
las alteraciones en la relacion Coldgena tipo 1y tipo OI de la fascia fransversalis podrian
tener relacidn con el desarrollo de hernia inguinal indirecta.

De esto surge una inlerrogante que es €l problema fandamental que nos ocupara:

;Cual es 1a refacion existente entre el balance de la produccion de Coldgena tipo
I/I11 y el desarrollo de Hernia Inguinal indirecta?

TESIS CON .
FALLA DE ORIGEY
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V. OBJETIVOS S

El presente estudio tiene como objetivo principal:

a)

Determinar la relacion existente entre el balance de la produccién de Coldgena

tipo /111 en la fascia fransversalis y el desarrollo de Hernia Inguinal Indirecia.

El presente estudio tiene como objetivos secundarios consecuentes:

a)

b)

c)

d)

¢)

Aportar pruebas que demuestren que el balance de 1a produccion de coldgena
/1L en la fascia fransversalis es importante para el desarrollo de Hernias
inguinales indirectas. o

Acrecentar el conocimiento cientifico sobre la patogénesis v fisiopatologia de
la Hermia inguinal indirecta

Abrir nuevas directrices de estudio encaminadas a la prevencion v tratamiento
en el desarrollo de la Hernia inguinal indirecta, mediante el conocimienio
sobre la resistencia y foncion de la fascia transversalis

Servir como precedente para nuevos estudios encaminados a la modificacion
genética de la expresidn de genes de fibroblastos para el tratamienio por
terapia génica del desarrollo de hernias inguinales indirectas.

Determinar ia relevancia de al menos un agente adquirido en el desarrollo de
un padecimiento congénito.

TRSS GO
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VI. ANALISIS DE VARIABLES

VARIABLE INDEPENDIENTE:

Presencia ¢ ne de Hernia Inguinal indirecta.

a)
b}

c)
d)

Tipo: cualitativa

Definicidn Operacional: Aquella protrusion del contenido de la
cavidad abdominal por afuera del thdngulo de Hasselbach
correspondientes a los tipos I, 1Ty I descritos por Gilbert.

Valores: 81, No,

Forma de obtencidn: directa.

VARIABLE CONSIDERADA COMO DEPENDIENTE:

Balance de Ia produccién de colidgena tipo VI en ka fascia transversalis

a)
b)

)
d)

Tipo: cuantitativa

Definicién Operacional: Cantidad de mRNA especifico para la
produccion del Gen de Coligena tipo 1 / Cantidad de mRNA
especifico para la produccién del Gen de Coligena tipo 111

Valores: (-0 aw)

Forma de obtencion: Técnicas de Biologia Molecular

VARIABLES AJENAS:
ay  Numero de individuos de 1a muestra
b Sexo
¢) Edad
&  Ocupacion
¢)  Estado Civil
fn  Diagnostico de Hernia inguinal indirecta
g Estado nutricional
b Entorno de oblencidn de las muestras de Fascia transversalis
iy  Procesamiento de las muestras de fascia transversalis

Se realizaron las diligencias necesarias para evitar tendencias (Tabla 6.1)
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‘Tabla 6.1, Andilisis de Variables

% Cuantitativa (at), C

S
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VII. HIPOTESIS

BIPOTESIS VERDADERA:
POSTULADG: Relacién inversa.

Si existe refacion inversa enire el balance de 1a produccidn de colagena tipo I/H]
en la fascia transversalis v el desarrollo de hernia inguinal indirecta; Y la relacion de la
expresion genética del mRNA que codifica para coldgena tipo /111 es indicativo del balance
de la produccién de coligena tipo V11T, Entonces los pacientes que presentan desarrollo de
hermia inguinal indirecta tendrin una relacidn de la expresion gendtica del mRNA que
codifica para coldgena tipo /111 en la fascia transversalis significativamente menor.

HIPOTESES ALTERNA:
POSTULADG: Relacion divecta,

Si existe relacion directa entre i balance de fa produccion de coldgena tipo I/HI en
la fascia transversalis v el desarrolio de hernia inguinal indirecta; Y la relacion de la
expresion genética del mRNA que codifica para coldgena tipo /111 es indicativo del balance
de la produccion de colagena tipo /111, Entonces los pacientes que presentan desarrollo de
hernia inguinal indirecta tendran una relacion de la expresidn genética del mRNA que
codifica para colagena tipo VI en la fascia fransversalis significativamente mayor.

HIPOTESIS NULA:
POSTULADO: Sin relacion directa o indirecta.

Si NO existe relacion entre el balance de 1a produccion de coldgena tipo I/11I en la
fascia transversalis v el desarrollo de hemnia inguinal indirecta; Y la relacién de la
expresion genética del mRNA que codifica para colagena tipo I/III es indicativo del balance
de la produccioén de coldgena tipo FIIL Entonces los pacientes que presentan desarrollo de
hernia inguinal indirecta NO tendrdn una relacion de la expresion genética del mRNA que
codifica para coldgena tipo I/III de la fascia transversalis significativamente distinta.

17



VIIIL DISENO EXPERIMENTAL
e e i e e

Para llevar al cabo nuestros objetivos se realizard el siguiente Disefio Experimental
de acuerdo con un estudio:

A) PROSPECTIVO.

B) TRANSVERSAL.

C) DE CASOSY CONTROLES.

Dy CIEGO SIMPLE

E}y CON CONTROL ESTADISTICO.

I. MUESTRA

GRUPO PROBLEMA (GP)

30 Muestras utiles de fascia fransversalis de pacientes con Hernia inguinal
indirecta

GRUPO CONTROL (GC)
30 Muestras Gtiles de fascia fronsversalis de 30 pacientes sin Hernia inguinal
indirecta

CARACTERISTICAS DE LOS PACIENTES DEL GRUPO

PROBLEMA:
A) CRITERIOS DE INCLUSION:
[ Pacientes sometidos a plastia inguinal uni o bilateral por el diagnéstico de
Hemia inguinal Gilbert I, 11 6 111 establecido pre-operatoriamente.

B) CRITERIOS DE EXCLUSION
1. Evidencia de:

i. Lesion renal

H. Hipertension.

iii. Trastornos auloinmunes

iv, DiabetesMellitas tipo I 6 I
V. Cirugia Cargiovascular

vi, Desnutricigs

-

2. Tratamiento actual o terminado hace menos de un afio con:

i Medicamentos gie deprimen 1a respuesta inmune.
ii. Antineoplasicos.
Hi, Esteroides.

3. No aceptacién de participacién en el protocolo por parte del paciente.

TESIS CON
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C) CRITERIOS BE ELIMINACION

Toma de muestra de mala calidad.

Incapacidad para toma de muestra.

Hallazgos trans-operatorios distintos al diagndstico pre-operatorio.
Arrepentimiento del paciente de ultima hora de participar en el estudio.
Cuando la toma de la muestra implique cualguier tipo de tiesgo no
previsto para el paciente.

hA

CARACTERISTICAS DE LOS PACIENTES DEL GRUPO

CONTROL:
A) CRITERIOS DE INCLUSION:

1. Pacientes sometidos a cirugia abdominal factible de diseccion inguinal
pre-peritoneal por ofra causa que no incluya hermdas ni eventraciones
posiquirirgicas.

2. Sin Hernias ni eveniraciones postquirtirgicas a la exploracién fisica, m
sospecha clinica al interrogatorio.

B) CRITERIOS DE EXCLUSION
t,  Antecedentes de:

i Correccion quirGrgica Herniaria o de eveniracion post-quirargica

2. Evidencia de:

i Lesién renal

i Hipertension.

iii. Trastornos autoinmunes

v, Diabetes Mellitus tipo 1 6 1
v, Cirugia Cardiovascular

vi. Desnutricion

3. Tratamienio aclual o terminado hace menos de un afio con:

i Medicamentos que deprimen la respuesta inmune.
il. Antineoplasicos.
i, Esteroides,

4. No aceptacidn de participacién en el protocolo por parte del paciente.

19



C) CRITERIOS DE ELIMINACION

Toma de muestra de mala calidad.

Incapacidad para toma de muesira.

Hallazgos tran-soperatorios distintos al diagndstico pre-operatorio,
Presencia de algin tipo de hernia durante el trans-operatorio,
Arrepentimiento del paciente de ultima hora de participar en el estudio.
Cuando Iz toma de la muestra implique cualquier tipo de riesgo no
previsto para el paciente.

B b W N

CARACTERISTICAS DE LAS MUESTRAS UTILES DE FASCIA
TRANSVERSALIS.

a) Fragmento de fascia transversalis de espesor total de al menos 200 mg (Por o
general 5 x 3 mor)

b) Obtenido sin lacerar el tejido con mas instrumento que pinza de diseccidn sin
dientes

¢) Inmediatamente sumergido en solucidén de transporte desnaturalizante

II. MATERIALES Y METODOS

MATERIALES

1) OBTENCION DE DATOS Y CONSENTIMIENTO DEL

PACIENTE
Coutidad  Descripcidn

Suficiente  MATERIAL DE PAPELERIA
60 HOJAS DE CONSENTIMIENTO INFORMADO

2) OBTENCION DE LAS MUESTRAS

Cantidad Descripcion

60 Tubos con 2 ml de solucién fistoldgica
indeterminado  Insirunental propio ala cimagia asi como la infraestructura necesaria para la
intervencion quirfrgica.

20



3) AISLAMIENTO Y PURIFICACION DE RNA TOTAL'

Cantidad
01
01
01

01

30

01

250 ml
01

100

50

50 ml
20 ml

2 ml

1 viales
250 ul

2.5 m}

5.3 mi
58.8 ml

13 mi

05
Suficientes

Suficientes
1600 ml

Descripcion

Refrigerador para muestras (General Electric)

Dispositivo para congelamiento y mantenimiento de muestras de tejido
para Biologia Molecular a base de nitrégeno liquido, (Promega SV-
RNA Total Tsolation System ® 23100 6 Z3101)

Homogeneizador de pequefios tejidos (Brinkmann, Kinemditica Polytron
® PT 1300D)

Microbalanza (Brinkmann, Microbalance ® PT 15000)

tubos libres de nucleasas para homogencizador de pequefios tejidos
{Brinkmann, Kinemdatica Polytron Tube® PT 1300D)

Cubeta de Bafio Maria para mcubacion con termometro indegrado
Etanol al 93% libre de RNasas

Microcentrifuga (Brinkmann, Eppendorf ® Mod 54151

Tubos para microcentrifugacion de 1.5 m! (Eppendor ® )

Tubos para Fraccionamiento en columna por centrifugacién (Promega
SV-RNA Total Isolation System ® Z3100 6 Z3101)

Buffer para lisis (Promega SV-RNA Total Isolation System ® Z3100 6
Z3101)

Buffer para dilucidén (“Blue Buffer”) (Promega SV-RINA Total Isolation
Svstem ® Z3100 6 23101)

B-Mercaptoetanol (al 48.7%) (Promega SV-RNA Total Isolation System
® Z31006 Z3101)

DNasa liofilizada (Promega SV-RNA Total Isolation System ® Z3100
0 23101)

MnCly, al .09 M (Promega SV-RNA Total Isolation System ® Z3100
6 23101)

“Yellow Buffer” (Promega SV-RNA Total Isolation System ® Z3100 6
Z3101)

Solucién concentrada de “DNase-Stop” (Inhibidor de la DNasa),
{Promega SV-RNA Total Isolation System ® Z3100 6 Z3101)

Solucién concentrada para lavado de RNA (Promega SV-RNA Total
Isolation System ® Z3100 6 Z3101)

Agua libre de Nucleasas

Micropipeta libre de RNasas

Boquillas de plistico libres de RNasas para micropipetas.

Cristaleria, Guantes cubrebocas, material de consumo de Isboratorio
Agua desionizada

" Las Cantidades especificadas son suficientes para 50 estudios,
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Composicién de Buffers y soluciones:

i,

4)

Buffer PBS

11.5g Na,HPO,

2g KHQPOq

8¢ Na(Cl

2g KCi

Disolver en un litro de agua estéril desionizada El pH debe ser de 7.4
Buffer de lisis

4M Guanidin tiocianato

0.0 M tris-HCI (pH 7.5)

0.97% B-Mercaptoetanol

(Cuando el p-Mercaptoetanol ha sido afiadido)

Solucion concentrada de “DDNase-Stop”

5M Guanidina isotiocianato

10mM Tris-HCI (pH7.5)

Después de la dilucion con etanol la concentracion final es de 2 M de
Guanidina isotiocianato, 4 mM Tris-HCI (pH 7.5 v 57% de etanol

Solucidn concentrada de lavado

162.8 mM Acetato de potasio

27.1 mM Tris-HC1 (pH 7.5 2 25 C)

Después de la difucion con etanol la conceniracién final es de 80mM de
acetato de potasio, 10 mM tris-HCI (pH 7.5 a 25° €) y 60% de etanol

AISLAMIENTO DEL mRNAT

Cantidad  Descripcion

0l
40
20

Cubeta de bafio Maria para incobacion con termdmetro
Tubos de 1.5 mi libres de RNasas para microcentrifugacion
Pipetas libres de RNasas

suficientes  boquillas para pipetas libres de RNasas

200 i
12 m)]
36mi

200 ml
4

1060 ml
100 ml

Sonda Oligo (dT) biotinado (Promega, PolyAT'tract ® mRNA Isolation
System, Z5300)

Solucion 20X SSC { 8 x 1.4 ml) (Promega, PolyATiract ® mRNA
Isolation System, Z5300)

Vial de particulas de Streptavidina unidas a particulas paramagnéticas
(Promega, Streptavidin Magnesphere ® Particles) (60 x 0.6 m])

Agua libre de RNasas (8 x 25 ml)

Dispositivos de separacion magnética para tubos de 1.5 ml parma
microcentrifugacion {Promega MagneSphere ® Separation Stand)
Isopropanolol

Acetato de sodio concentracion 3 M

t Cantidades suficientes para la totalidad de los pacientes
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Composicion de Buffers v soluciones:
1. Solucion 20X SSC
87.7¢g NaCl
441¢g Citrato de Sodio
Disolver en 400ml de agua libre de nucleasas, ajustar pH a 7.2 con HCl ¥
esterilizar en autaclave

2. Acetato de sodio al 3 M
408.1¢g acetato de sodio
Disolver el acetato de sodio en 800 mi de agua, ajustande i pH a 3.2 con
acido acético glacial, ajustar el volumen a un litro con agna y esterilizar en

autoclave
5) RI-PCR?

Cantidad  Pescripcidn

500U Transcriptasa Inversa AMYV (Avian Myeloblastosis virus) (Promega, Acces RT-
PCR System ®)

00U TA-DNA polimerasa (DNA polimerasa de Thermus flavus) 5 U/l (Promega,
Acces RT-PCR System @)

i ml Buffer de reaccion AMV/TA 5X. (Promega, Acces RT-PCR System ®)

1.25ml Mg80,, 25 mM

100 ul Mezcla de dNTP, 10mM para dATP, dG'IP, dTTP, y **P-dCTP, con actividad
de 5 mCi/mmol

3ud Agua libre de nucleasas

50 Control para positivo de RNA (1.25 amol/ul (Promega, Acces RT-PCR System
®)

100 ul Sebador con secuencia 537 de imicio para control de RNA ( 5°-
GCCATTCTCACCGGATTCAGTCGTC-3")y  (Promega, Acces RT-PCR
System @)

100 il Sebador con antisecuencia 3'-3° de inicio para contrel de RNA { 3'-G ACT
GAA CTG CCC TGC CGC CGA-5") (Promega, Acces RT-PCR System ®)

0 pl Sebador con secuencia 5°-3° de inicie para Procoldgena tipo I (5°-CCC CCT
CCC CAG CCA CAA AG-3") (Promega, Acces RT-PCR System ®)

100 pl Sebador con antisecuencia 3°-5° de wucio para Procoldgena tipo I (3°-TCT
CAG TGG GTG GCT GGT TGT-5") (Promega, Acces RT-PCR System ®)

100 pl Sebador con secueneta 5°-3” de inicio para Procolagena tipo I (5°-CCA AAC
TCT ATC TGA A-3"){Promega, Acces RT-PCR Systern &)

100 pl Sebador con antisecuencia 3°-5” de inicio para Procolagena tipo T (37-A CAT
AAG ATA CTC AGG-5") (Promega, Acces RT-PCR System @)

100 pl Sebador con secuencia 5°-3° de inicio para B- Actina (3°-ATC TGG CAC
CAC ACT TCT ACA-3") (Promega, Acces RT-PCR System ®)

100 wd Sebador con secuencia 3°-5" de inicio para - Actina tipo I (3°-T CAG GAC
ACC GTA GGT GCT TTG-5") (Promega, Acces RT-PCR Syslem ®)

10 ML Acette mineral libre de mucleasas (Sigma, Nuclease-Free light mineral oil ® Cat
# M59043

 Cantidades suficiaites para 100 reacciones

TESIS CON
'FALLA DE ORIGEN
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Composicion de Buffers y soluciones:

1. Control positivo para RNA

1.25 amol/pl RNA mensajero codificado del gen para la resistencia
a la kanamicina (preparado por transcipcion in vifro)

3 pg/ml rRNA.de E. coli

10 mM tris-HCl (pH 8.0)

0.1 mM Etilen di-amino tetra-amonio

2. Buffer TAE 50X

242 g tris base

57.1ml 4cido acético glacial

100m] 0.5M EDTA (pH 8.0)
3. Buffer T/I/DNA polimerasa

30% glicerol

20mM tris-HCI (ph.8.0)

100mM KCI

0.1mM EDTA

1 mM DTIT

0.5% Nonidet®-P40

0.5% Tween ® 20

4. Solucion de MgSO,
25mM MgSO, en agua

6) ANALISIS DEL PRODUCTO DE LA PCR?
Cantidad ~ Descripcion

01 equipo para electrof6resis con gel de agarosa (Promega ® )

01 Fuente de poder para electroforesis a 90V (Foto Force 250 General
Electric ®)

01 Equipo de deteccién de emision beta de P para geles secos de agarosa
al 2% (Brinkmann, Geldetect-radiolavel ® NZ 1200 A)

1ud Marcador de peso molecular 100 bp radiomarcado con P (Marcador de
ADN de 100 bp NETLINE Radiolaveled P* ® ) (preparado para este
estudio)

23 g Agarosa Molecular (Agarosa Molecular Netline GS 11 ®)

3ul Tinte de bromofenbol

2000 ml Bulfer TAE 30X

¥ Cantidades suficientes para una foaceion
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Preparacién de Buffers v reaciivos
1. Tintcal 5X
42 ml  agua estéril precalentada a 66° C
0.25 g, Azui de Bromofenol
0.25 g, Cyanol de Xileno
50 g  Sacarosa
20%  dodedilsulfato sédico
20ml  Sal de Etilen di-amino tetra-amonio al 0.5 M

Disolver en alicuotas de 500 pl en tubos de centrifugacién de 1.5 ml,

no esterilice en autoclave, manténgase a 4° C

2. Buffer TAE 50X

484 4 o Tris-HCl

4lg Acetato de sodio _
74.45¢g Sal de Etilen di-amino tetra-amonio
193 ml Acido Acético Glacial

Apua destilada 2000 mi
Almacénece a temperatura 4° C

METODOS:

PREPARACION PREOPERATORIA:

1.

w

Los pacientes candidatos, fueron enterados del procedimicnio de
forma verbal y en caso de aceptacion se procedié a firmar un
consentimiento informado.

Se realizd una Historia Clinica completa.

Se tomaron los exdmenes pre-operaforios de ruting (Biometria
hematica completa, Glucosa, Urea, Creatinina, Albiimina, Sodio,
Potasio, TP, TTP, Examen General de Orinag), asi como para
prealbiimina,

MANEJO TRANSOPERATORIO DE LOS PACIENTES DEL
GRUPO CONTROL.

L

=

Se realizo el abordaje pre-peritoneal 1zquierda o derecha al azar de la
region inguinal mediante diseccidn roma antes de abrir peritoneo,
visualizdndose el orificio inguinal interno y finalmente
corroborandose la  ausencia de hernia  inguinal, tomdndose
directamente la muestra, posteriormente se reconstruy6 con un punto
de catgut crémico 00.

Inmediatamente se colocara solucion desnaturalizamte.

Se proseguira con la cirugia de forma habitual.

S CON
4 DE ORIGEN
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MANEJO TRANSOPERATORIQ DE LOS PACIENTES PEL
GRUPO PROBLEMA.

L.

Se realizard la toma durante la realizacién de la plastia, en caso de
que el procedimiento requiera de apertura de la fascia en cuéstion, se
procederd a realizar en ese momento la toma reconstruyendo de
acuerdo a la técnica.

En caso de ser unilateral NO se realizari abordaje del ladoe no
afectado, esto mismo se repetird en pacientes con hernia bilateral en
10s que por ofras razones se haya no decidido corregir la de un fado.

. DETERMINACION DE LA EXPRESION GENETICA PARA
COLAGENA TIPO 1 Y TIPO IIL

A)

MANEJO DE LA MUESTRA.

Ea muestra obtenida se sumergio en un tubo con I ml de solucidn fisiologica

Se refrigerd de modo que Ia temperatura disminuyera 1° C cada mimito, durante
490 minutos, finalimente se procedid a sumergir en nitrégeno Hguido.

Se trasladé al laboraterio de biologia molecular

B)

PURIFICACION DEL RNA

1. Preparacion de soluciones:

a) Bufler de Lisis
Se afiadié 1 ml de PB-mercaptoetanol a 50 ml de Buffer de
1.isis comercial v se mantuvo a 4°C.

b) DNasa-]
Se afiadié 13 ml de soiucion libre de Nucleasas al vial de
DNasa liofilizada. .

¢} Solucion de lavado _
Se afiadio 100 ml de etanol al 95% a los 38.8 mi de Buffer
para lavado y s¢ mantave entre 22 y 25° C

d)  Solucion inactivadora de DNasa
Se afladié 8ml de etanol al 5% al tibo que contenia 5.3 mi
de solucién concentrada de “Dnase-Stop”

2. Metodologia:

a)

b)
<)

d)

Se colocd 1ml de buffer de lisis (Con el B-mercapioetanol agregado),
dentro de un tubo utilizando mstrumental libre de RNasas.

Se anot6 el peso total del tubo asi preparado.

Se descongelé la muestra de fascia transversalis y se agregd la
muestra de tejido a un tubo con 1 ml! de buffer de lisis,
posteriormente se realizod su homogeneizacion de forma automatica a
36 000 rpm, hasta que los fragmentos de tejido no fueron visibles.
Posteriormente se pesé nuevamente la muestra determinando su
concentracion tisular y se ajustd mediante ta adicion de budfer de lisis
a 171 mg/nd aproximadamente.
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g)

h)

k)

Y
m)

n)

0)

3)

D

Debido a la necesidad de obtener suficiente mRNA para RY-
RCP, ( Se estima que se obtienen aproximadamente 0.38 pg de
RNA total/mg de tejido de fascia, obteniendo 22.8 pg de RNA
total por prueba [30 mg], necesitando al menos de 100 pg de
RNA total/500 ul de Agua libre de RNasas) los siguientes pasos
fueron realizados 3 veces para obtener finalmente 3 tubos con
22.8 pg mRNA/104 pl ¢/u. {0.114 mg mRNA/500u] agua)

Se transfirid mediante micropipeta libre de DNasas 175 ul de esta
solucion un fubo de 1.5 ml para microcentrifugacion v se afiadieron
350 ul de Buffer de dilucion (“Blue Buffer”), se mezclaron por
inversion 3 a 4 veces y se incubd en bafio Maria 2 70° C 3 minutos
estriclos.

Se volvio a centrifugar durante 10 minutos a 12 000 rpm.
Posteriormente se transfirié a un nuevo twbo  de microcentrifugacion
v se afiadio 200 pl de etanol al 953% y se mezcld con una pipeta,
posteriormente  se  transfirddé en su tofalidad a un tubo para
fraccionamicnio en columna por wliracentrifugacion centrifugindose
a 12 000 rpm durante un mituto.

Se tomo la canasta de centrifugacién descartandose el liguido del
tubo colector.

Posteriormente se afiadio a la canasta de centrifogacion nuevamenie
montada en otro tubo colector 600 wl de solucion de lavado v se
centrifugd a 12 GO0 rpm durante un minuto, se desecha el tubo
colector nuevamente v s¢ coloca ofro,

Se prepard la mezcla de incubacion consistente en 40 pl de Buffer
indicador “Yellow Buffer”, 5 pl de MinCI2 al 0.09M, v S pl de la
selucion de DNasa-I v se aplico diregtamente sobre la membrana en
la canasta de centrifugacion y se inculo por 15 n}%ﬁutos a20-25°C.
Finalmente se afiadié 200 pl de Solucidn inactivadora de DNasa

Se centrifugé a 12 000 rpm durante un ninvto.: :

Se afiadio 600 ul de solucidn de lavado y se cemrlfugo 4 12 000 rpm
durante on minuto.

Se retird €l tbo colector colocande uno nuevo, posteriormente se
realizé nuevo lavado ahora con 250 ml de solucidn de lavado con
centrifugacion a 30 000 rpm durante dos minutos.

Finalmente se colocOd un nuevo tubo para colectar el RNA v se
afiadid a la membrana 100 pl de agua libre de nucleasas cubriéndola
completamente, centrifugando a 12 000 rpm un minuto, se retira la
canasta de cenfrifugacion y finalmente se guarda el tubo colector con
el RNA purificado

Se procede posteriormente a determinar mediante espectofotometria
Ia concentracion de RNA en las muestras, a 260 nm, tomando como

-una.idad de absorcion = 40 ug de RNA monocaienario/ml

TESISCON  §




€} PURIFICACION DEL mRNA
Preparacion de soluciones:

Lavado de las particulas paramagnéticas
unidas a Estreptavidina

a) Se prepard [.2 mil de solucidn 0.5X SSC mediante la
combinacidén de 30 pl de 206X 8SC con 1.170 ml de agua
libre de RNasas en tubos estériles libres de Nucleasas

b) Se prepard 1.4 mil de solucién 0.1X SSC mediante ia
combinacion de 7 1l de 20X SSC con 1.393 ml de agua libre
de RNasas en tubos estériles libres de Nucleasas

a) Se resuspendié un fwbo de
particulas paramagnéticas
unidas a Streptavidina v se
colocan en el dispositivo de
aislamiento magnético hasta
que todas se hayan colectado
en un lado del tubo (Eslo
tardd  aproximpadamente 30
segundos)

b) Se removio e} sobrenadanie Fig. 8.1 PolyThrad stand pars

¢) Se lavo tres tiempos con 900  separacion magnética de] mRNA
pl (300 i por lavade) de
solucion 0.5X SSC agregando esta solucidén, capturando las
particulas, y finalmente retirando el sobrenadante

d) Finalmente se resuspendieron con 100 pl de solucidn de

0.5X 88C

Meétodo:

a} En un tubo libre de RNasas para centrifugacion de 1.5 ml, se
colocaron 5 mmestras de 100 pl c/u  correspondientes a un solo
paciente.

b) Posieriormente Se incubaron a 65° C a baiio Maria por 10minutos.

¢) Seafiadio 3 pl de 1a sonda de Oligo(dT) biotinado asi como 13 pl de
20X SSC al tubo con RNA, se mezcld gentibmente y se incubd a
temperatura ambiente hasta que se enfrid completamente.

d) Finalmente el contenido del tubo se afiadié al tubo con particulas
paramagnéticas unidas a Estreptaviding va lavadas v se incubd a
temperatura ambiente durante 10 minwvtos, mezclando por inversion
cada 1 a Z minutos.

e} Se capturd el complejo Particula/Streptavidina/Olige (dTYmRNA
poli-A’ y cuidadosamente se removio el sobrenadante,

D Se volvié a favar cuairo veces con Solucion 0.1X SSC (300 ul por
lavado) hasta remover todo el sobrenadante.

g} Posteriormente se resuspendid gentilmenie el complejo Particula
paramagnética /Streplavidina/OQligo (dTYmRNA poli-A" afiadiendo
100 1 de agoa libre de RNsas.

k) Se capturd el complejo Particula/Streptavidina/Oligo(dT) va sin estar

unido al mRNA transfiriendo el mRNA a un tubo libre de RNasas

“JRSIS CON
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i)  Se volvid a resuspender las particulas afiadiendo 250 pd de agua libre
de RNasas.

i) Nuevamente se recaptura y se transfiere el mRNA al tubo libre de
RiNasas ya utilizado para un total de 250 pl.

k) Se agregd 0.1 volumen de acetato de sodio 3 M (pH 5.2) v 1.0
volumen de isopropanolo! y se incubd durante toda la noche, se
centrifugd a 1.5 000 rpm por 10 minutos se resuspendio el RNA en 1
mi de elanol al 75% y se cenfrifugd nuevamenie, se drend por
fraccionamiento para su concentracion v se almaceno a -70° C.

D) RTI-PCR

1. Meétodo (Vertabla 8.1.) T
2)  Se combind en un tubo de reaccion en hielo de 0.5 ml Agua libre de
nucleasas, Buffer de reaccion AMV/TH 53X, Mezcla dNTP, Scbador
de secuencia de inicio especificos para una secuencia dada de DNA
* monocatenario, Sebador de antisecuencia de inicio especificos para
- una secuencia dada de DNA monocatenario, Sotucién de MgSQOy,

Tabla 8 1 Volﬁmenw de react: /08 Par RT PCR ]

VOLUMLN I"INAL
*En caso de precipitacion, se solubilizo la muestra por incubacion en bakip Maria a 65°
#%* Se mezeld gentilmente antes de agregar
**% La formula con lague ve calculd el numero de nanogrames a 50 pmol fue: 50 pmol = 16.3
ng x b, donde B es el numero de bases de la secnencia.
wawk Caleylando entre 1pg a 1 pg disuelto en 2 pl de agua libre de micleasas deionizada,

b Se mezclaron los componentes pipeteando la mezcla

¢) Seagregd la Transcriptasa Reversa vy la 777 DNA Polimerasa

d)  Se mezclo gentilmente los componentes por 10 segundos

€) Se agregd el RNA muestra

£ Se agregd a la reaccion 20 ul de aceite mineral libre de nucleasas
para prevenir condensacién y evaporacion

g} Se realizaron 40 ciclos de  desnaturalizacién, acoplamiento y
extension de PCR, finalmente se realizdé el eliquetado ¥y
almacenamiento de las muestras signiendo los tiempos y temperatura
estandarizados (Tabla 8.2)
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Tabia 8.2. Preceso de RT-PCR

. NmRNA reszrgo 60"C’ Coldgena trpo[ 44"() (,olagena tipo HIt f44"(’ B—Acrma '55°C

E) ANAIISE BEL PRODUCTORELAPCR

2) Preparacion del Gel y electroforesis

Fig. 8.2. Electroforesis en gel de Agarosa

Se preparé Gel de Agarosa al 2% mediante la adicion de 3 g. de

Agarosa, 7.5 mi de TAE 20X, 142 ml
de Agwa desionizada v libre de
nucleasas,

2, Posteriormente se calentd por
medio de microondas hasta que toda la
Agarosa fue derretida sin dejar hervir la
muestra

3. Finalmente se enfrid a 60° C y
se vacid en una cubeta para Gel,
esperando a que solidificara en una
bandeja gue contiene un “peing” para
crear los pozos en el gel que se
solidifica,

4. Se sacod, v se colocd en un
tanque de electroféresis

5. Posteriormente  se  agregd
Buffer TBE hasta cubrir el gel

6, Posterior a su mezcla con 3 pl
de tinte, se instilaron las muestras (10%

de la reaccion del apartado anterior [PCR] v 1 ul/mm de ancho
del marcador de DNA) y radiomarcadas y se colocd el
dispositivo de lectroforesis con los elecirodos en ¢l gel

7. Se conectdé a 93 V dorante 90 minutos. hasta que el azul de
Bromofenol haya migrado a 7 cm.
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b) Lectura
1. Se realiza el secado del gel, vy posterionmente s¢ procede a
colocar la placa en el detector, midiendo actividad especifica del
P* especifica para los diferentes bp de cada RNA. (Tabla 7.1.).
(Para determinar ¢l sitio exacto de medicion se tomd como base
el marcador de DNA de 100 pb.ffig. 8.3.1)
Tabla 8.3 bp de los diferentes mRNA

L v =

f) PROCEDIMIENTOS PELIGROSOS
Las pautas de investigacion seguirdn los principios de la Declaracion de Helsinki
vigente
Por otra parte, la manipulacion de la muestra se mantuvo de acverdo a las Normas

Oficiales para el manejo de muestras marcadas con radioisétopos, v fueron almacenadas 60
dias antes de desecharlas hasta que el nivel de radiacidn estuviera por debajo def ambiental

Se adecud también a las Normas para el manejo de residuos peligrosos biologico
infecciosos.
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IX. RESULTADOS

1) DESCRIPCION DPE LA POBLACION.
Grupo Problema.- 25 personas, con el diagnostico, edad v ocupacidn
mostradas e la tabla 9.1, antecedentes mostrados en la 1abla 92, vy
parametros bioquimicos en la fabla 9.3.

Tabla 9.1 Caracteristicas de los pacientes del grupo problema
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Grupo Control.- 30 personas, con el diagnostico, edad y ocupacién
mostradas et Ia tabla 9.4., antecedenics mostrados en la tabla 9.5 ¥
parametros bioguimicos en la tabla 9.6.

gnws del grupo control
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pacientes del Grupe Control
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Grupo Problema: Los niveles de extraccidén de RNA total v los resultados de
la produccién de coldgena tipo 1 v 1l y relacion se muestran en las tablas 9.7,
v 9.8.

de RNA tot;;! en el grupo
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Tabla 9.8. Expresion genética de coldgena tipo ) y tipo ¥ y relacion I/E, (Actividad
especifica corregida tomando como estindar Ia actw:da | de B-actina
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J) RESULTALONS
Grupo Control: Los niveles de extraccién de RNA total v los resultados de Ia
produccion de coldgena tipo 1 y 11l v relacidén se muestran en las tablas 9.9, v
9.10.

Tabla 9.9. Niveles de extraccién de RNA total en el giupo coentrol
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X. ANALISIS ESTADISTICO _

1. Caracteristicas de los pacientes del grupo problema
#) Sexo: Fi andlisis cstadistico se expresa en las siguicntes grificas v tablas:

B Femenino
B Masculino

Masculine: r=21 pmpnmén 4%
Femenino: n=4  proporcion = 16%
Prucba estadistica; v? =P =001

Créfica 101, Caractevisticas de Jos pacientes del grupo problems: Sexo,

¢} Edad: FI andlisis estadistico se expresa en las siguienies grificas y

7 tablas: *éMGm}m l‘mitlema
5 A s
5 f ﬂ ey Lag:mhmm ((rrxage)
5 . i’:‘oss:esm} e
2. i e
2 " ST
%? i ;‘;’;}imfm _ \WK y.imc 3;731;:;; ; 1.233
{3 g ) .4 13 T x Y ¥ ¥ ¥ =
E 1 ;: g g ﬁ g w3 5.2 1] o w3 ‘9.‘:) \Wi‘;‘-‘
B et~ S R 7 - ; ; R e -
TR 8 FE F ¥ 5 ¥ 5 ¥ R E Rango de Edad
Anilisig estadistivo descripiivo:
Media 46.76 *
Mediana 48
Moda 53
Desviacibn estandar $#1.83697375
Varianza de la mmestea 11744 ot
Rango 47 e
Misirso 22 : TESS,S CON
Miximo 69 - GEN :
Suma 1169 TALLA DE Ol
Cuenta 25
Nivel de conflanza{95 0% 4473281983

Grifica 10.2. Caracteriticos de los profentes del gropo problenta; Edad
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¢) Diagnéstico: El analisis estadistico se expresa en las signienles grificas y
tablas

[ izquierda
derecha
{1 bilateral

Izquierda: n=11 proporcion = 44%
Derecha; =9 proporcion = 36%
Bilateral: n=>5 proporcion = 20%

Prueba estadistica Izquierda/derecha  =P=023

Grifica 10.3. Caracleristicas de tos pacientes del grupo problensa. Pragnostico

d) Grado de acuerdo a la Clasificacién de Gilheri: El andlisis cstadistico sc
expresa en las siguienies grificas y tablas;

g Grado |
EGrado ll
O Grado il

Grado{ : n=6 proporcion = 44%
Grado iI; n=18 proporcion =36%
Grado II1 n=6 proporcion = 20%
Prucba estadistica GI/TI v =P=0.19
Prueba estadistica GI/III ¥ =P=<0.05

2

Prueba estadistica GIV/IIT v =P=<0.05

Grafica 10 4 Caracteristicas de los pactentes del grupo problema’ Grado segim Gilbest

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN
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No de Personas

¢) Grado de Actividad Fisica: El anilisis estadistico se expresa en las signientes
graficas v iablas

#Abajo
moderado
Qintenso
Bajo . n=35  proporcion = 20%
Moderado: =9 proporcidn = 36%
Inienso : n=11 proporcion=44%
Prucba estadistica Bajo/Moderado ¥ =P=021
Prucba estadistica Bajo/Intenso ¥ =P=<005

Prueba estadistica Moderado/Intenso > =P=018

Gréfica 10 5 Caracieristicas de los pacientes del grupo problema  Actividad {¥stca

¢} Sexo / Edad El analisis estadistico sc expresa en las siguientes graficas v
tablas

¥y=0 4657!4!}(!{) + 0,8073 : o e Masculis

45 e EUEAL WNEL LS NSNS WU

o Remerdne

e Logsivizmica (Viascuding)

Logaritmica (Femenino)

M Rango de edad

Prueba estadistica “1” para dos muesiras con varianzas desiguales

Prueba para la edad Moujeres Hombres

Media 47 7619048 41.5

Varianza 102.890476 209.666667

n 21 4

DeltaMedias 0

Grados/libertad 4 TESIS CON

1 082711846 2 TOTTA

P(T<=() 0.22732861 “A DE ORIGEN

Grafica 10.6, Caracteristicas de los pacientes det grupo probiesma: sem/edad
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2. Caracteristicas de los pacientes del grupo problema
a) Sexo: El andlisis estadistico se expresa en las siguientes graficas y tablas

Femenino
B Masculino

Masculino: n=18 proporcitn = 60%
Femenino: n=12 proporcion = 40%
Prucba estadistica: Y =P=045

Gréfica 10.7 Caracteristicas de log pacientes del grupo control. Sexo.

d) Edad: El andlisis estadistico se expresa en las sigutentes graficas y

14 tablas: T Grugre Probiema
12 -
10 _? s | pygaritimica (Grupo
a \ roblema)
5 3
‘ﬁ © y = 26447 Ln(x) +
§ 4 e
z 2 ) %
2183 -3 B .S 2.5 % 8 B o8 8.3
25458 % %5 % 38R
Rango de Edad
Analisis estadistico descriptive:
Media 37.56
Mediana 275
Moda 19
Desviacion estindar 229281988
Varianza de 1a muestra 523 02299
Rango 62
Minimo 16
Miximo 78
Suma 1127 L
Cuenta 30
Nivel de confianza(95.0%) 8 3615348 TES}S CON

FALLA DE OKIGEN

Grifica 10.8 Caracteristicas de fos pacientes del grupo control: Bdad

s
L



¢} Diaguéstico: El andlisis estadistico se expresa en las siguienies graficas y
tablas’ B APENDICITS

CICRECIM.
PROSTATICO

MICMATOSIS UT.

ROTROS

Apendicitis aguda n=17 proporcion = 56.6%
Crecimiento Prostatico n=8  proporcion = 26.6%

Miomatosis uterina n=4 proporcion = 13.3%

Qtros: n=1 proporcion=33%

Grifica 109 Caracteristicas de los pacientes del grupo control- Diagnostico

d) Grado de Acfividad Fisica: El anahisis estadistico se expresa on las siguientes
graficas v tablas

Bintenso
moderado
bajo

Bajo n=38 proporcin = 26.6%

Moderado: n=4 proporcién=13%

Intenso - n=18 proporcién = 60%

Gréfica 10 10 Caracteristicas de los pacientes del grupo control- Actividad fisica

TESIS CON
FA.: A DE ORIGEN
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3. ANALISIS COMPARATIVO ENTRE EL GRUPO
CONTROL Y EL GRUPO PROBLEMA

A) SEXO.

El andlisis estadistico se expresa en Ias signientes graficas v 1ablas:

251
20
151
10
5-
O.

B CONTROL
B PROBLEMA

No de Personas

FEMENINO

@]
4
-
=
Q
)]
<L
=

Grafica 10 11 Representacion Grafica SEXCQ/GRUPO CONTROL Y PROBLEMA.

Tabla 10.1. y° Para distribucién por
sexo de ambos grupos

e BEXOL T "’PAMAMB@S
e L . GRUPOS ©
SEXO MASCULING P=0.18
CSEXOFEMENING. -+« Pe¥000Lx~ -
TESIS COR
FALLA DE ORIGEN
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B) EDAD.

El anAlisis estadistico se etpresa en las signientes graficas v tablas.

14 -

214

o gy PR LMEA

—P—CONTROL

No. de Personas

& Rango de Edad

Grafica 10 12. Comparacitn enire Ia edad del Grapo control y Problama

Tabla 10.2 EDAD Estadistica descriptiva

EDAD, ESTADISTICA DESCRIPTIVA.

Gmpo Pmblema

T LM O b

Media
PRSP Pﬁﬁgcﬁpiab‘ R
Mediana
Pesviacitn estandar
P L e Vatiandh dolunniestra, - 0T
Rango

Mdximo
LRI SRR
Cuenta
o plival de conflanzad¥ 6%y .

LIETIATIS

16 83697373

SAXTad” . Sasanesy
St se T MG e DT T
TORMeeT et S Tetedfey o0

T AATIZEIORE

Grupo control
46, 76 37.56666667
o TTAIR6097233
48 275
L 7 RN P
22 92819877

47 62
vvrgéﬂ'.v: . v"‘- : ,‘".;‘v nyﬁ i
69 78

25 30
L ESEISIT . .

Tabla 16.3 EDAD Andlisis estmlistlco

?mbﬁzpmdmmmmmkmwrhmdedmm JER

o T Paoammx

i

4. /CONTROE -

Modxa

Votianza® -

PR IS

4676

B 1 1/ S

375666667
528702209

Observaciones

15

3¢

Difbredcia Mpotétioa deTaimediag -,
Grados de ibertad

P(T<=t) vna cola

FT L E
43

PR 10t A

(L.05884206

438
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C) TABAQUISMO

Fl andlisis estadistico se expresa en las sigmientes graficas y tablas.

1o RO -

T
t

%

e PROGBLENVIA

~— & CONTROL

No. de Personas

!
i
J

Cigatnfios diarros

A
H
=) = o o f
) Py e S
"y K=l Ll k)

Grifica 10 13 Comparacion esive el consumo de cigarriflos diarios firmados
def Grupo control v Problema

Tabia 10.4 Antecedentes de tabaguisme (Cigarriflos diarios promedio)
Estadistica descriptiva.

ESTADISTICA DESCREPTIVA

Medta
Medsana
Moda "
Desviacbdn estindm

Variendide o pueslia | 3. -
Rumgo

Minima "~

Maxuno

Swhe -l oI
Cuenta

Nivel de.conflaza05.0%). - "1

-

E 1y £ 3 i 25 S T RS

LTS ANTRIGeNY T - 3RS

Grupo Control Grupo problema

176
2

0 966666667
0

IR R

1 809235566

T

20892403534

;
.8

-
R
25

;
0 "_' “' T
;
- T

30

Tabla 10.5 Antecedentes de tabagquismo (Cigarrillos diarios promedio)
Analisis estadistico

Proeha ¢ para

Media
Vﬂ.ﬁ%}‘ 2/5’: . :‘:V o

Obseprvaciones

Grados de libertad "
Bstadistiod £ 0 70 L
B{F<>=t) una cola

" I A W
M v L e

dos mmesiras suponiendo varianeas desipuates

Diferencia hipotétidadde las medias -~ 18010

T T PROBLEMA . CONTROL -
176 0.96666667
L 327333333 v 437816092

| 25 30

T e e T
v 53

LS04 oL

0.06878418

49
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D) PORCENTAJE DE PESO REAL CORRESPONDIENTE AL ID
El anéhsas estadistico se expresa on las siguientes graficas v tablas

3

e e PR IS L VLS

e CONTROL

No, de Personas
1

i = R S T 7' S 1N

1

Fim 0‘ Wi

L 0 o2 oM R S S S
o] —

D e i ) 1 ' i )

- = R B e = X v B

L+ N e A & |

e e e e

oo
v R
N
- D
I
wm ued

141145

* o=ty

o v v+

2.2.8 8.3

[V N S "\g POPERECOIDE
T oo R

Grafica 10.14 Comparacidn antre el porcentaje de peso real correspondiente al ideal
(POPERECOIDE} del Grupo control v Problema

Tabla 10.6 POPERECOIBE (Estadistica descriptiva)

T MEDIDA

Error tipico

Mediaris™- - v T
Moda

Degvigeitn eitdnifas
Varianza de la muostra
Cuitgsis, T
CﬂLhCLE’ﬂR‘- de asmmetr;a
Raggo, . 7
Mnumo
Mo - -
Sma
Cuemfa ST
MNivel de{:onﬁanm()s 0%)

.GRUPO . | GRUPD :
. CONTROL. I’RQBL!:MA
TTTIRE L ¢ L 120.52
283086437 4092318007
B S 1
94 110
T 15.5052827 . 2046159503
240 413793 $18 6766667
132209575 - 347066318
1 32207453 368715233
SN I R«
85 87
CORED S ST (.
3066 3013
SRR SN
578077080 8446127509

Tabla 10.7 POPERECOIDE (Andlisis estadistico)

PRUEBA T PARA BOS
MUESTRAS
SUPONIENDO VARIANZAS
DESIGUALES

b e ST e b erteal | problonia -
Mcr.ha 102 12032
etz o0 ST T BAMIBT93, C A 418.67666T
Obsorvaciones 30 25
Grados de libertad a4
fotddedicd 7 0 721843625 v -
P4y una cola 0.000279186

30
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E} HEMOGLOBINA

El analisis estadistico s¢ expresa en las mgu;emcs gnéﬁcas y tablas

14 £ E
12 o= PROBLEMA
s .
16 G CONTROL,
g 5 pd /"/ £ \Q\ 1
<) o
: 2 I \§ Niveles de
% 2 M( .J""} Hb. gidi
-] é . T
z O L] i ¥ L)
= = P = i =
v — y v - -
™ a ™ = “

Grafica 10.15. Comparacién entre los niveles de hemoglobina del Grupo control y Problema

Tabla 10.8 NIVELES BE EEMOGLOBINA (Esta(llsnca descriptiva)

\ SO OONTROL © UPROBLEMA -
Media ., -~ . E359353333 0T 13,976
Medigha .5 1385 PR T
Moda 14.2 143
Destucidn-standdt -~ 70 L 094319006 * QTEN0RT7E
Vanauza dola muesira 0 3896092 0 57773333
Rangos .0 oot L AP ¥ S 28
Minumo 114 11.9
Maxitho -~ - T AR L 148
Suma 4078 349 4
Q:gléﬁ_tﬁ,: S - SU. 3 e 238
Nwvel de 0 35219349 031374872
confionza({93 0%}

Tabla 10.9 NIVELES DE HEMOGLOBINA (Anéllsrs Estadxstlco)

" PRUEBA T PARABDOS RS
lEIUESTRAS Sﬁ’l’OﬂlENDG e ;f y
IVARIANZAS nmmvm Tl
GRUPO CRUPO
_ I’ROBLEI\'IA CONTR(}L

Medla LA S S L3 976 t3 5933333
Varianza 0 57773333 ( 8896092
Obqervammes I * 125 a0
I)sfercm..m Ez:pot tiea de 1as O
medias
Grados de libertad, - 7 R - BTSSR
Estadisticot 1.66592714
ROTEpunagola: SO%0RAR




T} ALBUMINA
tadistico se expresa en las sigmientes graficas v tablas.

El andlisis es

p—— - —
7 2 g e PROBLEMA
6 3 —&—CONTROL
5

5 4

£ 3

& o

-3

g1 Niveles de
0 - Afbtinina

= Serica

Tdg o Qoo oG - B G - G - o F o gl

Grdfica 10 16 Comparacitn entre los nivelos de Alblimima sénica del Grupo cenirol y Problema

Tabla 16.10 NIVELES DE ALBUMINA SERICA (Estadistica descriptiva)

GRUPO GRUPO

CONTROE:  PROBLEMA
Media 354233333 3.3916
Meduing” 0w LT U3d3 T 36y
Moda 3.78 3728
Diesviacion estandar - - -~ G.485952% - - Dae2iazal
Varianza de fa muestra 0 23614954 0 13120567
Bangs- ¢ e a0gtons
Minimo 27 312
R I, TR P
Suma 106.27 87
Cueiiga .~ ST sl T R g
Nrvel de 0 18143763 0 14951837
confianza(93.0%)

,,_:

R HYL L

{is
Rl

I},
i

P{g

Tabla 10.11 NIVELES DE ALBUMINA SERICA {(Andlisis Estadistico)

Media

Vabian o 2L S
Observaciones

Grados de libertad

o, 7

P{T==t) utta cola

PRUEBA T PARA DOS MUESTRAS  GRUPO GRUPO
SUPONIENDO FROBLEMA C(CONTROL
VARIANZAS DESIGUALES

oL hB12056Y a1 72195

U o3agdsTE s
3.36413314

335916 3.55233333

23 30
33




G) PREALBUMINA : El anilisis estadistico sc cxpresa en las siguienfes
gréﬁfgs_g tablas

e Ty

/2 ’

14 / \ gy PRHOBLEMA 7
O CONTROL |

. 7\
[ 3

£ \ 3

. / X A '\ _
AL —
04 -é—-—ww—: . /\&’"”“",‘;‘Qﬁf senea

)
M = r~l

Wo. de Personas

Grafica 10 17 Cmnparacmn entre 105 nweies de Pre -
Albiming sérica del Grupo control v Problema

Tabia 10,12 NIVELES DE PRE-ALBUMINA SERICA

(Estadistica descriptiva)
MEDIDA “GRUPO . GRUPO -
. WNTR()L PK()BLEMA
Medm 14 7666667 228
Medana 13 23
Modgu - o0 L !
Dresviacion estindar 677363247 434932943
Vatfanzrde i ' TATS091954 - 18.9166667
muestra - - T T
Rango 27 15
Mitiyo - oo B g AR v 1
Mixnimo 33 32
L R SRR v ]
Cuanta 3 25
Nevelde | '-2 53006413 179531450
a.nnﬁanm(% Q‘V} e I I
TFabla 10.13 RIVELES DE PRE-AILBUMINA SERICA
(Andlisis Estadistico)
PRUERA T DOS MUESTRAS
DE VARIANZAS
DESIGUALES
R o oREUPo . | GRUPO
o e T PROBLEMA IL'ON‘I‘ROL
Media 228 147666667
Vg o U 189166667 459091954
Observaciones 23 3G
Grados de hibertad 50
Badisioat ™ T 0 Sataeke
PCT<=ty una cola 1.2544R06

* TESIS CON
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H) NIVELES DE LEUCOCITOS TOTALES EN SANGRE:
EJ analisis estadistico s¢ expresa en las siguicntes graficas y tablas.

5 7%
7 7\ f"ﬁf e e PROBLEMA, s
& A A -G CONTROY,
5 i{
4 ; .
g 31—F—p h ;
oy 2 {
LA ISR Y " LN
o f ‘ B i
o O =0 0 wwwwv—-—w—%
=
£adg 588888 -E BB B TEBB G Nuvelesde
o o] o = < o (=) < e h= < <2 o [= L] [oe] o
2 ¢ & ® &F & =~ &8 & F§ v & & & &6 & = Legcocdos
R O R A S B R S W
Y sl — — [ - = e i — b:
8382822528888 §g3g g g gwaher
X E = 8 7 E A E = & & S‘; (rdinlae’ nly

Grifiea 10.18 Comparacion entre los tiveles de Leucocitos totales del Grupo controf v Problena

Tabla 16.14 NIVELES DE LEUCOCITOS TOTALES
{Estadistica descriptiva)
U MEDIBA v - GROPG © - GRUPG -

T L GONTROE, PROBLEMA

Media 11870 7536
Medisna 11800 4700
Modac ST L TIB00 D Tl

Desviactén 183568993 158005274
lestindar

Viranzadela~, ATIRSIT2 0 249656667
mestin L Yo el T e

Rango 13000 5700
Mo ¥ v el 5300
Migimo 19400 11000
Swmis 7. 7 - 7 3361007 - 11RS400
Cuoenla 30 25
Nivifde o oo (143227094 653213582
confaRa(95.0%) ot Wy b s

Tabla 10.15 NIVELES DE LEUCQCITOS TOTALES {Andlisis Estadistico)

PRUEBA t PARA DOS

MUESTRAS SUPONIENDOD

VARIANZAS DESIGUALES
R T PROBEFMA CONTROL-
Meda 7336 11870
Vatldnza /> 1 - 0 ca L 249686667 I4TIES1TR
Observaciones 25 30
Grados de hbertad 40
Befadistico v 2. o TR 77—5»64:1{}4945_ Seoe
P(T<+t) 1ma cola 75486507




ANALISIS DE RESULTADOS
ESTUDIOS DE EXPRESION GENETICA
ANALISIS DE FACTORES SIGNIFICATIVAMENTE
DIFERENTES ENTRE EL GRUPO CONTROL Y
PROBILEMA QUE PUDIESEN OCASIONAR TENDENCIAS

SEXO

Aspecto revisado: Pacientes del sexo Masculno sigmificativamente mayor que cl

femeniino en ¢l grapo Probicma

Resultados: El andlisis estadistico se expresa en 1as siguientes tablas:

Tabia 10.16 Andlisis estadistico en Ia produccién de Coligena tipo Iy el Sexo en

los pacientes @{gmpn problema
" PRUEBAT -

HOMBRES M(}JERES

Modia
Varaptza

Ohservaciones

Estadistico t
P{T<=t) una cola

Grados de hberted

1 88230769 1 86
0 00433046 O 00073333
26 4

10
I 17963732
0.13271383

Tabla 10.17 Andlisis estadistico en la produccion de Coligena tipo I y el Sexo en

los pacientes del gmpo pmb!ema

WPRUEBAT -0

HOMBRES MUJERES
Media 22056 2275
Varianza 4816473567 0 G0896667
Qbservacicnes 23 4
Girados de hbertad 3
Estadistico t -1 28857162
P(T<=t) una cold 0.12697355

Tabla 10.18 Andlisis estadistico en el balance de produccion de Coligena tipo

SPRUEBAY-

ﬂ()MBRE% MUJERE‘S

Meda

Variansa
Observacioncs
Grados de Iibertad
Estadistico t
P(T<=t) una cola

085367723 0 R1836381
000247082 0 00114207
26 4
5
179998214

§.06388031

I/III y el Sexo en fos paclentes (Iel g}upo pmb!ema

TESIS CON
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2. PORCENTAJE DE PESO REAL CORRESPONDIENTE AL IDEAL
Aspecto revisado: Porcentaje de peso real correspondiente al 1deal significativamentc
mayor ¢n ¢l grupo problema que en ¢l grupo probiema
Resultados: El andhisis estadistico se expresa cn las siguientes 1ablas;

Tabla 16.19 Analisis estadistico de Ia Preduccion de Coldgena tipo Iy ¢ Porveentaje de
Peso real correspondienie al ideal normal y
aumentado dentro del

ErUps pmblema.

BRUBBAT 7.1 | oy
COLAGENA TEPOX MASDE 115 85 !15
Medua | 89333333 1 866
Varianza 000422381 G 00375429
Observaciones 15 15
Grados de hibertad 28
Estadistico t 1 18519175
P({T<=1) una cola GLI2295175

Tabla 10.20 Andlisis estadistico de la Produccién de Coligenatipo I y o
Porcentaje de Peso reat correspondionte al ideal normal v
aumentado dentro de! gmpe pmblema.

F7. PRUEBAT .. 77
COLAGENATIPO il MAS DE 115 85-1’!6
Media 2196 221733333
Yariaeza 001956857 001332093
Obscrvaciones 15 13
Giados de libertad 27
Estadistico t -0 45559144
PCT<=1) una cola 0.32616337

Tabla 10.21 Andlisis estadistico del balance en ia Producciéon de Coldgena tipo
1/TE v ef Porcentaje de Peso veal correspondiente al ideal normal y
aumentado dentro del grupo problema,

TRRUEBAT Lt o i s
RELACION iy M’AS DEIS 85-115
Media 0 86478781 () 84344892
Varianza 0002712 0.00226749
Observaciones 15 15
Grados de libertad 28
Estadistico t P 17118413
P(T<=t) una cola 0 12569773

T3S CON
| FALLA DE ORIGEN




3. PREALBUMINA

Aspecto revisade: Niveles séricos de albiimuna significatrvamente menor en cl grupo

control que en ¢l Problema

Resultados: El andlisis cstadistico se expresa en las siguicnies tablas

Tabla 10.22 Andlisis estadistico de 1a produccién de Coldgena tipo ¥ en los
pacientes con Prealbumma Ba;a y N’ormal dentm del gru M Problema

:. PRUEBATE: o
COLAG!?:NA THPO PREALBUMINA I’REALBUMINA
i BAJA NORMAL,
Media 186125 1 85409091
Vatianza 0 00286964 000656818
Observaciones 8 22
Grados de libertad 19
Estadisticot 027924768
PPt utia cola £ 39153588

Tabla 16.23 Andlisis estadistico de a produccién de Coldgena tipo 11 en los pacientes

con Prealhumma Ba;a y Normal dzntm (!el grupo I’mb!ema

T PRUEBAT: P &
COLAGENA ‘I‘IPO PREALBHWNA PREALBEMINA
m BAJA NORMAL

Media 1705 1.71045453
Vmianza 0.00422857 0 00748074
Ohbservacionaes 8 2z
Grados de libertad 17
Estadisticot «(0 18507486
P(T<=1) una cola 0.42168019 {

Tabla 10.24 Andilisis estadistico del balance en Ia produccitn de Coldgena tipe /I

en los pauentes con Prealbumma Baga v Normal dentro del ggxpo Probiema

?Rm T.. s
RELACION E/I3 PREALB‘IMINA PREALBUMINA
BAJA NORMAL

Meda 109330542 F 08323923
Vatianza 000343225 0 00216409
Observaciones 8 22
Grados de libortad HY
Estadisticot 0 35040359
P{T<=) una cola (L36665143

i
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4. LEUCOCITOS TOTALES EN SANGRE
Aspecto revisado: Niveles de leucocitos en sangre significativamente mavores cn ¢l

grupo control que en el problema

Resuttados: Fl anglists estadistico se expresa en las siguientes {ablas:

Tabla 10.25 Andlisis estadistico de la produccién de Coldgena
tipo I y los niveles de Leucocitos totales altos

y normales dentro {lel gupo Control

- PRUEBA'T- e
COLAGENA LEUCGCTE’OS LEUC@CF[’OS
TIPOGE TOTALES ALTOS TOTALES
NOMRALES

Media 1 86764706 1 84076923
Varianza (.00673162 0 00377436
Obscrvaciones 17 13
[Grados de 28

hbernad

Estadistico t 1 02596635

P(T<=t) una <ola 0,15684489

Tabla 10.26 Andlisis estadistico de 12 produccién de Coldgena
tipo IIE y los niveles de Leacocitos totales altos

y normales dentm del gmpo Control

. PRUEBAT A S
COLAGENA LEUOOCITO.S LEU‘C‘OCITOS
TIFG 1Y TOTALES ALTOS TOTALES

MORMALES
Media 172705882 168338462
Vartanza 0.00659706 0.00371026
Obsorvaciones 17 13
Grados de Hbertad 27
Estadisttco t 1 44888024
P{T<=t)una cola 0.07944327

Tabla 10,27 Andlisis estadistico del balance en [a produccién de Coldgena
tipo /X1 y los niveles de Leucocifos totales
altos y normales dentro del _gmpo Cnntrol

IPRUEBAT - M St .

RELACION LEU()QCKT()S LEUCO(‘IT OS
COLAGENA FHI TOTALES ALTOS TOTALER

NORMALES
Media I 0821836 109419887
Varianza 000145359 0 00380604
Observactones 17 13
Grados de hibertad 19
Egtadistico t 061777221
P(T<=1) una cola 0.27202989
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5. DIAGNOSTICO EN EL GRUPO CONTROL
Aspecto revisado: Variacion de los resultados en funcion del diagnostico especifico
del grupo Control
Resultados: El analisis estadistico sc expresa en las siguientes tablas:

‘Fabla 10,28 Angilisis estadistice de ia Produceién de Coldgena
tipo L en los pacientes con ¢l diagndstico de Apendicitis y de
Miomatosis Uterma del &m rupo control

PRUEBAT |
COLAGENA APENDICITIS MOMA‘I‘OSi&
TIPO X UTERINA

Media P 86117647 183
Variafiza 0 0N626103 0 Q0666667
Observaciones i7 4
Grados de ibertad 4
Estadistico t 069111249
P{T<=t} una cola 0.2637553

Tabla 10.29 Andlisis estadistico de la Produccién de Coldgena
tipo TTI en los pacientes con el diagnéstico de Apendicitis y de
_Miomatosis Uterma del gmpo cmrerol

JPRUEBAT
CDLAGENA APEND!CITIS MOI\'IATOS‘IS
TIPO HI UTERINA

Media 171235294 1705
Varianga 000784412 0.00923333
Ohscrvaciones 17 4
Grados de libertad 4
Estadistico t 0 13971423
P(T<=tjuma cola 044781914

Tabla 10.36 Anilisis estadistico del balance de la Producciin de Coldgena
tipo Y/IH en los pacientes con el diagndstico de Apendicitis y de
Mmmatosm I}tenna del grgpe c:ontro!

PRUEBAT - ~
RELACION 1111 APENDICITIS MOMATOS!S
UTERINA
Media 1 08835032 1 07448695
Vartanza 0.002347R7 0 9023070}
Observdciones 17 4
Grados de libertad 5
Fstadistico ! 0 533765405
P(E<=t) una ook 0:30693682

TESIS CON
59 FALLA DE ORIGEN




Tabla 10.31 Andélisis estadistico de 1a Produccién de
Coldgena tipo I en los pacientes con el

diagnostico de Apendicitis y de
Crecumento Prostét:co del grupo control
T PRUEBAT WL " )
COLAGENA APENDICITIS CRECIRIIEN'[O
TIPG Y PROSTATICO
Media 1 86117647 1 84375
Varanza 000626103 0 80296964
Observaciones 17 g
Grados de iibertad 19
Bstadisiico 1 0 64082581
P(T'<=t) pna cola 026464503

Tabla 18.32 Andlisis estadistico de la Preduccion de
Colagena tipo 111 en los pacientes con el

diagnostice de Apendicitis ¥ de
Crecimiento Prosu%ﬁco del grupo control
PRUEBAT - EE
COLAGENA APENDICITIS CRECIMIENTO
TIPO I FROSTATICO
Media 1 71235294 16973
Varianza 000784412 0 00425
Obseyvaciones 17 8
Grados de hibertad 18
Estadistico 1 0 47142249
PCT<=t) una cola .32150131

Tabla 10.33 Andlisis estadistico del balance en la
Produccién de Coligena tipe IIH en los
pacientes con i diagndstico de Apendicitis y de
Crecimiento Pmstétxcn del gmpa control

"PﬁﬁEBA ¥ e

RELACION i1 A?ENBICI‘]‘W CRECIM!ENTO
wljﬂl_lyOS’!‘ATlm

Media 1 08835032 1 08781063

Varanza G (00234787 {(.0034863

Observaciones 17 8

Grados de bertad 12

Estadisticot 002252846

P(T<) ung sola 0 49119835
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Tabla 10.34 Analisis estadistico de 1a Produccidn de

Coligena tipo ¥ en los pacienies con ef
diagndstico de RMiomatosis Uterina y de
_Crecimienio Prostzitlco (!el glupo contrnl

" PRUEBAT."
COLAGENA MIOMATOSIS CRECMIENTO
TIPO E UEERINA  PROSTATICO
Media 183 1.84375
Varianza 9 00666667 0 00296964
Observaciones 4 g
Grados de lbertad 4
Estadistico t -0 30458902
P(T<=1) una cola 0.38793432

Tabla 19.35 Andilisis estadistico de 1a Produccion de

Coligena tipo IH en los pacientes con el
diagndstico de Miomatosis Uterina y de
Crecimiento Prostzit:co del grupo contml

< 'PRUEBAT - . ‘
COLAGENA MIOMATOSIS CRECH\'IIENTO
TIPO HI UTERINA PROSTATICO
Media 1703 1 6975
Varranza 000923333 000425
Observaciones 4 8
Grados de libertad 4
Estadistico t 014074532
P{T<=1) una cola 0.4474372

Fabla 190.36 Analisis estadistico del balance en Ia Prodaccidn de

Celdgena tipo I/HI en los pacientes con ¢l
diagnistico de Miomatosis Uterina v de
Crecimiento Prost:it;cn de! grupo contml

TPRUBBAT LT DO
RELACION ILHE MIOM-’&TOGIS CRECmﬁENT
UTERINA PROSTATICO

Mediz 1 67448695 1 08731063
Vartanza Q0210704 {3 0034863
Observaciones 4 8
CGrados de libertad 3

Estadistico t -0 42945214

P(T<=t) una cola 0.33946311
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ANALISIS DE RESULTADOS
ESTUDIOS DE EXPRESION GENETICA
RESULTADOS DESCRIPTIVOS

PRODUCCION DE COLAGENA TIPO 1

12 o —
10 &
8 \ g PROBLEMA |
N\ |=e—coviror
& Ay N
: /4 Ny
4
! et AN
5 2 Retividad especificn en
i _é—’{ % 1a expresion genetica
'zc: 0 T T 3 ¥ 1 T % de Colégena tlpk) I
+ =~ wy =) wy o e =] ry <
— r~ =5 oo oy o L= L=]
e D
B —
& s

=]
o e kit i

5

=3

S

I

Gfaﬁca 16.19 Ccmparac:on entre Ios mvelcs de Admdad
Especifica en Ia axpresion gendtwca de Coldgena tipo 1 del Grupo Control v Problema

| COLAGENA TIPO i
CONTROL PROBLEMA
Media 1.856 1.87966667
Error tipico 0.01348989 0.01161136
Mediana 1.885 1.88
Moda 1.87 1.82
Desviacion estandar 0.07388715 0.06359806
Varianza de ia muestra 0.00545931 0.00404471
Curtosis -0.16749817 -0.83686596
Coeficiente de asimetria 0.02525747 -0.19356537
Rango 0.3 0.23
Minimo 1.71 1.74
Maximo 2.01 1.87
Suma 55.68 56.39
Cuenta kit 30
Nivel de conflanza(85.0%)  0.02758993 0.02374792

Tabla 10.37 Bescripcidn estadistica de Ios niveles de produccion de Coldgena
tipo I entre el Grupo Control ¥ el Graps Problema
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No de muestras

PRODUCCION DE COLAGENA TIPO 111

35 43— o o e

30
25
20
15
10

5 o
(s

B3

==t PROBLEMA l \

=== CONTROL

g g g g H R B B2 B B
Vo3 ¢ £ ¢ 3 % 2 8§ 2 8
Grafica 10 20 Comparacion enfre los mveles de Actividad
Kspecifica en 1a oxpresion genfiica de Colagena
tipo I del Grupo Control v Problema
| COLAGENATIPO I i

CONTROL PROBLEMA
Media 1.70¢ 2.208666657
Error tipico 0.01465582 0.02309069
Nediana 1.69 2.225
Maoda 1.67 239
Desviacion estandar 0.08027324 0.12647283
Varianza de ia muestra 0.00644379  0.0159054
Curiosis -0.79408751 -1.36943095
Coeficiente de asimetria 041781303 -0.07225255
Rango 0.29 0.38
Minimo 1.58 2.01
Maximo 1.87 2.39
Suma 51.27 66.2
Cuenta 30 30
Nivel de confianza(95.0%)  0.02097454 0.04722579

Tabla 10.38 Bescripcion estadistica
de los niveles de produccion de Coldgena
tipo T entre ¢l Grupe
Centrol y el Grupo Problema

Actrvidad

sespecifica en la

expresin
aenchiea de




No. de musestras

PRODUCCION DE COLAGENA TIPO Vill

127 .
o v
; / WA / \ |
5 0
N \ _/ \ |
A/ \ / \ L
% Relacion de ta
0 -Mwww‘m Adividad
- R T = - e e | especifica en la
odY S5 22 S8 ooZ 8 9.8l i cxp}'miéﬂ
VETL T TR TEEE seaa
o = & =] = o —_ - - — o
Gréfica 10 21 Comparaciin enire la
relacion de la Actrvidad Especifica en la expresion
genética de Coldgena tipo 1111 del Grupo Control y Probiema
| RELACION Vil |
CONTROL PROBLEMA
Media 1.08739022 0.85411836
Error tipico 0.00896952 0.00916816
Mediana 1.08442725 0.84946216
Moda 1.06586826 0.82426778
Desviacién estandar 0.04912808 0.05021607
Varianza de la muestra 0.00241357 0.00252165
Curiosis 0.25711589 -1.25838867
Coeficiente de asimetria 0.45944485 0.19800358
Rango 0.20217083 017118725
Minimo 1.00537634 0.78026906
Maximo 120754717 0.95145631
Suma 32.6217065 256235500
Cuenta 30 30
Nivel de confianza(95.0%) 0.01834473 0.018751

Tabla 10.3% Descripeién estadistica la relacidn de la produccitn de

Coligena tipo IITI entre et Grupe Control y ¢ Grupo Problema
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RESULTADOS COMPARATIVOS

ANALISIS DE VARIANZA
P~ . Prusba F para varianzas de dosmuestvas . - - |
COLAGENATIPO !
CONTROL PROBLEMA
Media 1.856 1.87066667
Varianza 0.00545531 0.00404471
Observaciones 30 30
Grados de libertad 29 2
F 1.34973068
P(F<==f} una cola 0.21210816
Valor gritico para F (una cola) 186081195

Tabla 10.40 Analisis Estadiastico de Varianza
para Ia produccién de Coliigena tipo I en ¢l grupo
Control y en el Grugo Problema

COLAGENA TIPO 11
CONTROL PROBLEMA
Media 1.708 2 20666667
Varianza 0.00644379 00150054
Observaciones 30 30
Grados de libertad 29 20
F 0 40285283
P(F==f) una cola 000848321
Valor critico para F {unacola)  0.53739046

Tabla 10,41 Anatisis Estadiastico de Varianza
para la produccidn de Coligena tipo EIX en el grupo
Control y en ¢l Grupo Problema

}x Pruebs Fpara varianzas de dos mwigstras - |

RELACION 113
CONTROL PROBLEMA
Media 1.08738022 0854118386
Varianza 0.00241357 000252165
GChservaclones 30 30
Gratios de Iibertad 29 29
F 065713675
P(F<=f} una cola 000453453
Valor critico para F (una cola) 049876576

Tabla 16.42 Analisis Estadiastice de Varianza
para relacién de la produceifn de Coldgena tipo VIE en ¢l grupo
Conirel y en el Grupo Preblema
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RESULTADOS COMPARATIVOS

ANALISIS DE MEDIA
I~ Pracha t para medias de dos muestras emparejadas’ |
GOLAGENATHCO |
canfrol problema
Media 1856 1 87066667
Vananza 000545931 000404471
Observaciones 30 30
Grados de ibertad 29
Estadistico t -1.45085613
P{T==1) una cola 007877582
P{T<=1} dos colas 0.15755164

Tabla 10.43 Andlisis Fstadiastico megiante Pracha ¢ para Ia producciin de Coligena
tipo I en el grupo Contrel y en el Grups Problema

[~ Prueba { para medias de dos muesiras emparejadas - . |

COLAGENATIPO RI
control problema
Media 1.700 2 20686667
Varianza Q00644372 C.0150854
Observaciones 30 30
Grados de Ibertad pis)
Estadistico t -18,621 6782
P(T<=t) una cola 50928€-18
P(T<={} dos colas 1.O186E-17

‘Tabla 10.44 Andlisis Estadiastice mediante Prueha t para la producciéon de Coldgena
tipo 11X en ¢l grupo Control y en el Gropo Problema

[37 Pruehat para medias da dos thuestras emparejanias. - - |

RELAGION Ut
controt problema
Media 108733022 085411836
Varianza 000241357 000252165
Observaciones 30 30
Grados de libertad 20
Estadistico t 16.5082087
P(T==t} una cola 1.3830E-16
P{T<=l) dos colas 2.7670E-16

Fablz 10.45 Analisis Estadiastice mediante precha ¢ para velacién de a produccitn de
Colagena tipo I/ en el grupo Conirol y en et Grupe Probienta

{
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a)

b)

d)

&)

)

h)

i)

RESULTADO DEL ANALISIS DE DATOS
(POBLACION)

La Herma mgwmnal indirecta se presentd en wma proporcion significairvamente
mayor (P=<0001) en el sexo masculino que en ¢l femenino, sin gue esio
afectara significativamente (Coldgena tipo 1 Hombre/Muer: P= 0.132
Colagena tipo LI  Hombre/Muer P= 0126; Coligena tipo I/1H.
Hombre/Mujer: P= 0 063.). los resuitados de la expresidon genética del grupo
problema (Graficas. 10.1 y 10 11, Tablas, 10.1, 1016, 10.17 v 10 18) La
distribuci6én por sexo en el grupo control no fue significanvamente diferente,
{P=0.450) (Grafica 10 7). tampoce hubo diferencia significativa (P=0227)
entre las cdad/sexo de nuesira poblacion. (Grafica 10 6)

La Herpia Clasificada como Grado IF (Gilbert), mostrd una mgcidencia
significativamente mayor (Gilbert IV/IIE P < 0.03, Gilbert I/ P < G 05) que
los upo I'y Ul (Grafica. 10 4).

No exastio predonumio significativo (P=0 23) entre 1a localizacion fzguierda o
Derecha de la herma inguinal en el grupo problema muentras que estas dos
fueron sigmficativamente mas frecuentes que las bilaterales (P<0 05) (Grafica
103)

La mcidencia de herma ingumnal indirvecta, fue significativamente mayor
{(P=<0.03) en los pacientes con actividad fisica baja (Grafica 10 5). mientzas
que en el grupo conirol la mcidencia de pacientes con actividad fisica intcnsa
fue significativamente mayor (P=<0.03) (Gréfica: 10 10)

Aunque ia cdad de los pacientes del grupo problema fue mayor que la de cl
grupo control (Grificas 10.2 y 10 8). no fug csladisuicamentc significativa
{p=0 03588) (Grifica: 10.12, Tablas: 10.2 v 10.3)

Aungue ¢l consamo del tabaco fue mayor en los pacientes del grupo problema
con respecto al grupo control, (Grifica 10 13; Tabla 10.4), esto no fue
esladisticamente significativo (P=0.068) (Tabla 10 5).

La meidencia de sobrepeso fue significativamente mayor (P= 0 00027) en el
grupo Problema cn relacion con el grupo control; (Gréfica 10 14, Tablas. 106
v 10.7). sin embargo esto no afeclo de forma sigmficativa los esultados de
expresion genética en dicho grupe (Colagena tipo | POPERECOIDE
Normal/Alto P= 0.122: Colagena upo 11, POPERECOIDE Normal/Alto P=
0 326. Colagena tipo i/Il. POPERECOIDE Normal/Alio: P= 0.0 125)
{Tablas 10.19. 1} 26 y 10.21)

Aunque los miveles de hemoglobina fucron mas bajos en los pacientes del
Grupo Control (Grafica® 10 13, Tabla 108). esto no fue significativo
(P=0.0518) (Tabla 10.9)

Mientras que. los niveles de albiimina sérica del Grupo Control v del Grupo
Problema no mostraron diferencias significativas (P=0 364) (Grafica 10 16.
Tablas: 10.10 y 10 11). los niveles de preatbinmina fueron significatrvamente
mas bajos (P=1.254 x 106"} Grafica 10 17; Tablas, 10 12 y 10 13) en el grupo
control en comparacidn con el grupo problema, sin que esto afeclara
significativamente (Colagena tipo I' Prealbimma Normal/Baja en ¢l grupo
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i)

k)

aj

b)

<)

Control P=0.391. Coldgena tipo I1: Prealbiumma Normal/Baza en el grupo
Control P=0.0.427. Coldgena tipo V1. Prealbaimuna Normal/Baja en ¢l grupo
Control. P=0.366) los resultados de expresion de la colagena en el grupo
Conirol(Tablas- 10 22: 1023 v 10.24)

Los miveles de Leucocitos Totales en sangre fueron significativamente mias
altos en los pacientes del grupo control (P= 7.548 x 107) que en el grupo
Problema (Grafica 10.18: Tablas 10 14 v 10 15), sin embargoe esto no afectd
significativamente (Colagena tpo | Leucocitosis/leucocitos normales grapo
control O 156: Coldgena tipo I Leucocitosis/leucocilos normales grupo
control. (.0.079, Coldgena tipo V1L, Leucocitosis/leucocros normales grupo
control. 00 272) los resuliados en la cxpremidn de coligena (Tablas 10 23,
1026y 10627)

No existio variacion significativa do los resuitados de la expresion genética cn
funcion del diagnostico en el grupo control (Tablas® 1028, 1029, 1030,
10.31, 1032, 1233, 10 34, 1035y 10.36)

RESULTADO DEL ANALISIS DE DATOS
(EXPRESION GENETICA)

La expiesidnn genéuca para Coldgena tips 1 no mostrd diferencias
significativas {(P=0.21 para ¥ v P=007 para (). en los pacientes con vy sin
hernia inguinal ndirecta de nuestra poblacion de estucio (Grafica: 10 19;
Tablas, 10 37, 10 40 y 10.43)

La expresion genética para Colagena tipe TI fue significativamente mayor
(P=0 008 pata F y P=3 092 x 107° para ). en ¢l grupe de fos pacientes con
Henma Inguinal Indirecta que en los pacientes sin esta entidad. (Grafica
10 20. Tablas' 10 38, 10.41 y 10 44)

La relacion en la expresion genética para Coligena tipo VI fue
sigmficativamente menor (P=0.04 para F y P=1386 x 107% para t). en Jos
pacientes cotr Hernia Inguma! Inditecta que en los pacienics sin esta entidad,
[(Grafica; 10 21, Tablas: 10.39, 10.42 v 10.44)
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XI. DISCUSION

SITUACION OBSERVADA: La Hernia inguinal indirecta se presentd en una proporcion
significativamenic mayor (P=<0.001) en el sexo masculino que en ¢l femenine, sin
que esto afectara significativamente (Colagena tipo I Hombre/Mujer; P= 0.132;
Coldgena tipo III: Hombre/Mujer: P= 0.126; Coldgena tipo I/IIL: Hombre/Mujer: P=
0.063;), los resultados de la expresién genética del grupo problema La distribucién
por sexo en el grupo conirol no fue significativamente diferente, (P=0.430) tampoco
hubo diferencia significativa (P=0.227) entre 1as edad/sexo de nuesira poblacion,
DISCUSION:

Es un hecho que ias hernias inguinales congénitas estan relacionadas, en
el hombre con ¢l descenso testicular y en Ia mujer con la migracién del ligamento
redondo, en ambos con la persistencia del proceso peritoneo vaginal.
El descenso testicular es iniciado por el péptido relacionado con el gen de Ia
calcitoning, Hberado por ¢! nervio genitocrural bajo influencia de andrdgenos fetales,
lo cual sucede entre las semanas 26 v 40, guiados por el proceso vaginal. Por esta
razon Ias hemnias ingninales son mas frecuentes en varones gue en muyjeres, .’

SITUACION OBSERVADA I: La Hernia Clasificada como Grado 11 (Gilbert), mostrd
una incidencia significativamente mayor (Gilbert IVHI: P < 0.05; Gilbert 1I/1: P <
0.05) que los tipo Ty IIT
SITUACION OBSERVADA II: No cxistié predominio significativo (P=0.23) entre la
localizacion Jzquierda o Derecha de la hemnia inguinal en el grupo problema
mientras que estas dos fueron significativamente mas frecuentes que las bilaterales
(P<0.05)
DISCUSION:
Las hernias bilaierales son mds frecuentes en mujeres y en prematuros hasta en
47%. En Ia edad adulta prevalecen las hernias del lado derecho pero en menor
proporcion.” ¥
En nuestro estadio no lubo prevalencia en el lado de presemiacion y fue
significativamente mas alto el grupo de hernias inguinales unilaterales, con 4
pacientes de! grupo femenino no se puede determinar la incidencia de este
padecimiento de forma confiable, tampoco es posible determinar la incidencia en la
edad pediatrica va que el estudio no incluvd a estos pacientes.

SITUACION OBSERVADA It La incidencia de hernia inguinal indirecta, fue
signilicativamente mayor (P=<0,05) en log paciemes con actividad fisica baja
mientras que en el grupo control la incidencia de pacientes con actividad fisica
intensa fue significativamente mayor (P=<0.03)
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SITUACION OBSERVADA II: La incidencia de sobrepeso fue significativamente mayor
{P= 0.00027) en el grupo Problema en relacién con el grupo control, sin embargo
esto no afecto de forma significativa los resultados de expresion genética ¢n dicho
grupo (Coldgena tipo I: POPERECOIDE Normal/Alto: P= 0.122; Coligena tipo I
POPERECOIDE Nommal/Alto: P= 0.326; Colagena tipo I/l POPERECOIDE
Normal/Alto: P= 0.0.125)

BISCUSION:

No es de extrafiar que si dentro de los factores que ticnen relacién con la Hemnia
Inguinal, se encuentran la Obesidad y el esfuerzo fisico, los pacientes del grupo
Problema tendran como caracteristica un aumento en la incidencia de estos factores,
en nuestra poblacion ninguno de estos factores fue capaz de provocar un cambio con
respecto a los resultados de expresion genética.”

SITUACION OBSERVADA: Aunque cf consumo del tabaco fue mayor en los pacientes
del grupo problema con respecto al grupo control, esto no fuc estadisticamente
significativo (P=0.068)

DISCUSION:

El tabaquismo se asocia 2 un aumento en la incidencia de Hernia inguinal Indirecta,’
sin embargo, en nuestra poblacion no Iwbo diferencias significativas, probabiemente
debido al tamafio de la muestra

SITUACION OBSERVADA: Mieniras que, los niveles de albiiming sérica del Grupo
Control y del Grupo Problemia no mostraron diferencias significativas (P=0.364), los
niveles de preatbamina fueron significativamente mas bajos (P=1.254 x 10®), en el
grupo conirol en comparacion con el grupo problema; sin que esto afectara
significativamente (Coldgena tipo {: Prealbimina Normal/Baja en el grupo Control:
P=0.391; Colagena tipo !I: Prealbimina Normal/Baja en el grupo Control:
P=0.,0.427, Colagena tipo /1L Prealbtunina Normal/Baja en ¢l grupo Control:
P=0.366) los resuttados de expresion de !a coldgena en el grupo Control.
DISCUSION: ,

La desnutricion se asocia con un aumento en la incidencia de hemnia Inguinal ™ sin
embargo, podria parecer gue la situacion s¢ invierte en nuestra poblacion, sin
embargo estos resultados se explican debido a la vida media de cada uno de estas
proteinas (28 dias para la Albamina y 24 a 36 horas para la Prealbtmina), casi todos
los pacientes con viveles de Alblimina dentro de pardmetros normales, en el grupo
control, muchos de elios (. Ej. grupe con Apendicitis Aguda) habrian desarrollado
ayuno y mal estado general desde mas de dos dias, habria aumentado el catabolismo
tisular v finalmente habria disminuido los niveles de prealblmina, dejando intacta la
albintina.

SITUACION OBSERVADA: Los niveles de Leucocitos Totales en sangre fueron
stgnificativamente mas altos en los pacientes del grupo control (P= 7.548 x 107') que
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en et grupo Problema, sin embargo esto no afectéd significativamente (Colégena tipo
1, Leucocitosis/leucocitos normales grupo control: 0.156; Coldgena tipo IIL
Leucocitosis/lencocitos normales grupo comtrol: 0.0079; Colagena tipo 1L
Leucocitosis/lencocitos normales grupo control: 0.0.272) los resultados en la
expresion de coldgena

DISCUSION:

Mas de la mitad de los pacientes del prupo control fueron pacientes com
Apendicitis Aguda, por lo cual la media de leucocitos totales aumentd de forma
significativa, sin embargo este aumento no afecio ios resuliados de la expresion
genética para Colagena tipo 1y Tipo 11T va que se compar® estos resuliados con los
de los pacientes del mismo grupo control sin apendicitis determinando que no existia
diferencia significativa.

SITUACION OBSERVADA T: La expresion genética para Coldgena tipo I no mostrd
diferencias significativas {(P=0.21 para F y P=0.07 para 1), en los pacientes con y sin
hernia inguinal indirecta de nuestra poblacion de estudio,

SITUACION OBSERVADA II: La expresion gendtica para Coldgena tipo HI fiie
significativamente mayor (P=0.008 para Fy P=5.092 x 10" para 1), en el grupo de
los pacienies con Hernia Inguinal Indirecta que en los pacientes sin esta entidad.

SITUACION OBSERVADA HI: La relacién en la expresion genética para Colagena tipo
/1 fue significativamente menor (P=0.04 para F y P=1.386 x 107° para 1), en los
pacientes con Hernia Inguinal Indirecta que en los pacientes sin esta entidad.
DISCUSION:

Se ha determinado que existen deficiencias en el metabolismo de 1a Colagena en los
Fibroblastos de Picl de los pacientes con Hernia, resaliando en un asmento de la
Coldgena tipo 1y lipo III, sin embargo un aumenio significativo de la Tipo T
determina una inversion en la relacién Coldgena tipo I/IIL™ o que coincide con
nuestras observaciones.

Estudios histologicos también han determinado deficiencias en 1a distribucion de
colagena tipo 1 y I en Ia piel de los pacientes con eventraciones postquirdrgicas
resuttando en un awmente de la tipo 111, lo gue nuevamente coincide con nuestros
resultados.

Finabmente estudios de expresion genética para coldgena tipo 1y 1II de piel de los
pacientes con hernda inguinal muestran un aumento de la coldgena tipo I, lo que va
de acuerdo a lo obtenido en este estudio™’
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XII. CONCLUSIONES

e e e e e e S

Como resuitado de esie estudio concluimos que

a) Si existe relacidon inversa entre el balance de la produccidn de colagena tipo
I/111 en la fascia transversalis y cf desarrollo de hernia inguinal indirecta

b) La inversion en la relacién es dependiente del aumento en la expresion
genética de coldgena tipo III v no en la disminucion en la relacidon de la
expresion de la colagena tipo 1

Por lo que aceptamos la hipdtesis verdadera.
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