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RESUMEN

Introduccion: La infeccion por el nuevo coronavirus asociado al sindrome respiratorio
agudo grave 2 (SARS-CoV-2 por sus siglas en inglés) provoca la enfermedad conocida como
COVID-19, la cual fue designada como una pandemia por la Organizacion Mundial de la
Salud (OMS) el 11 de marzo del 2020. Aunque en el 80% de los casos se COVID-19 no hay
complicaciones, los casos severos de esta enfermedad se asocian a complicaciones que
pueden llevar a la muerte. La progresion clinica de pacientes con enfermedad severa puede
ocurrir de manera rapida, por lo que es necesario el identificar biomarcadores de prondstico
en pacientes con COVID-19, para tener un mejor manejo de los pacientes que requieren
hospitalizacion y cuidados intensivos.

Objetivo: Evaluar la expresion de los marcadores de la respuesta antiviral en pacientes con
SARS-CoV-2 y su relacion con la evolucidn clinica.

Material y métodos: Se realiz6 un estudio longitudinal con una cohorte de pacientes
hospitalizados con COVID-19, de los cuales se obtuvieron muestras de sangre al dia 0, 3, 7
y 14 de hospitalizacion. De estas muestras de sangre se obtuvieron las células mononucleares
de sangre periférica para la evaluacion de la expresion de genes de la respuesta inmune innata
antiviral. También se obtuvieron muestras de sangre para llevar a cabo la cuantificacion de
citocinas en suero asociadas al proceso inflamatorio de la infeccién por SARS-CoV-2. Con
los datos obtenidos y el historial clinico de los pacientes, se realizd un anélisis estadistico
para determinar qué variables se encuentran asociadas a los pacientes que fallecieron por
COVID-19, en comparacidn con quienes sobrevivieron a esta enfermedad.

Resultados y conclusiones: Se encontré una firma génica en las PBMC de los pacientes
hospitalizados con COVID-19, en donde CASP8, CCL5, CHUK, CXCL11, FOS, IFNAL,
IFNA2, IFNB1, IL12B, MAP2K1, MAP2K3, MAPK14, MAPK3 PYDC1, RELA, SPP1y
TRAF3 se encontraron incrementados, mientras que CD86, CTSS, IRF5, MEFV, TLR8 y
TRADD se encontraron disminuidos. La expresion de los genes MX1 y OAS2 al dia del
ingreso hospitalario se encontrd incrementada en las PBMC de los pacientes que fallecieron,
en comparacion con los que sobrevivieron. Al dia 7 de hospitalizacién se encontraron
incrementados los genes RIPK1, NOD2, CXCL9, DHX58, PYDCL1, FADD, IFNAL, IFNA2,
IL12B y TRAF6, mientras que CD86 se encontrd disminuido en las PBMC de pacientes que
fallecieron con COVID-19. Ademas, se encontraron disminuidos los genes: CARD9, CCL5,
IFNBL, IL15, IL18 PIN1 y TLR3 en las PBMC de pacientes fallecidos con COVID-19 al
tercer dia de hospitalizacién en comparacién con el dia de ingreso hospitalario. Por otro lado,
se encontrd incrementada la concentracién de creatinina al ingreso hospitalario, asi como la
concentracion de IL-10 en suero al dia 7 de hospitalizacion en los pacientes fallecidos por
COVID-19, en comparacién con los sobrevivientes. Finalmente, se encontr6 una relacién de
dependencia entre el fallecimiento de los pacientes y el sexo masculino, niveles mas altos en
el indice de severidad de neumonia PSI, el haber recibido hemodialisis, el ser negativo para
IgG contra SARS-CoV-2, asi como la subexpresion de CD86 y la sobreexpresion de NOD2
al dia 7 de hospitalizacion, respectivamente.



1. INTRODUCCION

En diciembre del 2019 se report6 un brote de neumonia de origen desconocido en la ciudad
de Wuhan, capital de la provincia de Hubei en China, la mayoria de los casos fueron
vinculados a un mercado de alimentos (1,2). A partir del lavado broncoalveolar de pacientes
con esta neumonia de origen desconocido y vinculados al mercado de alimentos, se aislo un
nuevo virus de la familia Coronaviridae (1). Este nuevo coronavirus fue denominado
inicialmente como 2019-nCov y posteriormente nombrado como coronavirus asociado al

sindrome respiratorio agudo grave 2 (SARS-CoV-2 por sus siglas en inglés) (3).

Dentro de la familia de los coronavirus, algunos miembros de esta familia han surgido como
virus emergentes, es decir, virus que han logrado cruzar la barrera que existe entre las
especies y asi causar patologias en una nueva especie (4). En las ultimas dos décadas, ha
habido dos eventos previos al SARS-CoV-2, en donde nuevos coronavirus han surgido y se
han asociado a enfermedades respiratorias en humanos. Tal es el caso del coronavirus
asociado al sindrome respiratorio agudo grave (SARS-CoV por sus siglas en inglés) que
emergi6 en el sur de China en 2003, posteriormente en 2012 apareci6 en Arabia Saudita, el
coronavirus asociado al sindrome respiratorio de Medio Oriente (MERS-CoV por sus siglas

en inglés) (5,6).

La enfermedad clinica que provoca el nuevo coronavirus SARS-CoV-2 fue nombrada
COVID-19 y fue designada como una pandemia por la Organizacién Mundial de la Salud
(OMS) el 11 de marzo del 2020 (7). Al dia 31 de mayo de 2021, se han reportado 169 597
415 casos confirmados y 3 530 582 muertes a nivel mundial (8). Mientras que en México, se
han confirmado 2 412 810 casos y 223 507 defunciones por esta enfermedad (9). Los casos
de COVID-19 siguen causando muertes, por lo que es de vital importancia seguir
investigando para favorecer el desarrollo de agentes terapéuticos y de proteccion contra
SARS-CoV-2.



1.1. Biologia molecular de SARS-CoV-2

Los coronavirus causan enfermedades gastrointestinales y respiratorias en distintos
vertebrados, incluyendo enfermedades respiratorias menores en humanos (10). Los
coronavirus son miembros de la subfamilia Coronavirinae, en la familia Coronaviridae,
dentro del orden de los Nidovirales (10). Los Nidovirales son llamados asi, debido al
sobrelape de una serie de transcritos utilizados para la traduccién de sus proteinas. La familia

Coronaviridae se subdivide filogenéticamente en cuatro géneros: o, B, vy y 6 (11).

De acuerdo a las caracteristicas gendémicas del virus y a las relaciones filogenéticas que se
establecieron, el nuevo coronavirus SARS-CoV-2 forma parte de los Betacoronavirus (12).
Las secuencias geneticas de SARS-CoV-2 mostraron mas de un 80% de identidad con SARS-
CoV y un 50% con MERS-CoV (3,13).

Los coronavirus son virus de RNA de cadena positiva que contienen genomas que van de 27
a 32 kb y que presentan un extremo 5’ con caperuza y un extremo 3’ poliadenilado (Figura
1) (10). ElI genoma de los coronavirus se compone de una region que codifica para las
proteinas estructurales y de una regién mas grande que codifica para dos marcos de lectura
abiertos 1a y 1b, que juntos codifican para las proteinas no estructurales del virus que
participan de forma colectiva como la RNA polimerasa viral (Figura 2) (14). Cada secuencia
del virus es traducida como una poliproteina precursora pplay pplb. Pplb se obtiene por un
cambio de marco de lectura que ocurre al final de la secuencia codificante 1a. Las proteasas
virales procesan a las poliproteinas pplay pplb en 16 proteinas no estructurales nombradas
como nspl-16 (15).

La familia Coronaviridae esta formada por virus estructuralmente complejos que se
componen de cuatro a cinco proteinas estructurales, ademas de proteinas no estructurales
(nsp por sus siglas en inglés) (16). Dentro de las proteinas estructurales que todos los virus
de este grupo contienen estan: la proteina de nucleocapside (N), de espicula (S), de envoltura
(E) y de membrana (M). Mientras que solo algunos contienen la proteina estructural:

hemaglutinina esterasa (10).
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Figura 1. Esquema del genoma de SARS-CoV-2 y de la particula viral (17).
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Figura 2. Topologia de las poliproteinas pplay pplab (Tomado de 46).

SARS-CoV-2 posee la estructura genética acorde con la familia de los coronavirus, expresa
la proteina S, N, M y E; ademas de una RNA polimerasa, una proteasa tipo quimotripsina 3,
una proteasa tipo papaina, una helicasa, glucoproteinas y proteinas accesorias (19). Este
nuevo coronavirus presenta una morfologia eliptica o redonda con un diametro de 60 a 140



nm, aunque puede ser pleomorfico. EI genoma de este virus consiste de 29,891 nucledtidos

que codifican para 9,860 aminoé&cidos (20).

La proteina S es responsable de la unién del virus a las células blanco, por lo que la
distribucion de receptores permisivos a la interaccion la proteina S definira el tropismo del
virus y el rango de huéspedes susceptibles (21,22). La proteina S consiste en dos
subunidades: la S1 que se encuentra en el extremo amino terminal y provee el sitio de unién
al receptor y S2 que se encuentra en el extremo carboxilo, encargado de la fusion de las
membranas (23). Las subunidades son escindidas por proteasas celulares que son miembros
de la familia de las catepsinas y de las proteasas serina 2 transmembranales (TMPRSS2 por

sus siglas en inglés) (24).

La proteina E de envoltura viral es una proteina integral de membrana que tiene un extremo
amino terminal y un dominio transmembranal alfa hélice y un dominio hidrofilico en su
extremo carboxilo (25,26). Esta proteina tiene funciones relacionadas con el ensamblaje y la

liberacion del virus (27).

La proteina M es una glicoproteina transmembranal tipo 111, esta compuesta por un dominio
amino terminal fuera de la membrana del virion, tres dominios transmembranales y un
dominio carboxilo que se encuentra dentro de la particula viral (28). La funcion de esta
proteina, junto con la proteina E, se ha asociado al ensamblaje de las particulas virales
(29,30).

Por otro lado, las proteinas no estructurales tienen diversas funciones involucradas con el
proceso de la replicacion del virus (Tabla 1). Las proteinas nsp 3, 4 y 6 participan en el
rearreglo de las membranas celulares para el establecimiento de complejos de replicacion y
transcripcion, también Ilamados organelos de replicacion (31). La sintesis de estas proteinas
no estructurales esta involucrada en la formacion de vesiculas de doble membrana, que son
estructuras caracteristicas de las células infectadas (32). Los complejos de replicacion
permiten a los virus concentrar a las proteinas virales en un microambiente, para asi excluir
factores del huésped que pudieran competir por los recursos que utilizara el virus, asi como
separar los intermediarios de la replicacion de sensores de inmunidad innata como son: la
proteina asociada a la diferenciacion de melanoma 5 (MDA-5 por sus siglas en inglés) (33)
y el receptor tipo Toll 7 (TLR-7 por sus siglas en inglés) (34). En este sentido, se sabe que
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algunas proteinas nsp presentan funciones involucradas en la evasion de la respuesta del

sistema inmune (35).

Proteina
nspl
nsp2
nsp3

nsp4

nsp5
nsp6

nsp7

nsp8

nsp9
nsp10

nspll
nspl2

nspl3

nspl4d
nspl5

nspl6

Tabla 1. Proteinas no estructurales de SARS-CoV-1y 2

Funcién
Inhibe la traduccion de los mMRNA celulares (36).
Interactda con factores del huésped, como prohibitina 1 y 2, modificando
el ambiente intracelular (37).
Proteasa tipo papaina que procesa a la poliproteina para generar nspl,
nsp2 y nsp3 (38).
Participa junto con nsp3 en el ensamblaje de las vesiculas de doble
membrana (39).
Escinde el polipéptido para generar nsp4 a nspl16 (40).
Induce la formacion de vesiculas de doble membrana, junto con nsp3 'y
nsp4 (41).
Cofactor junto con nsp8 para la polimerasa de RNA dependiente de RNA
(42).
Cofactor junto con nsp7 para la polimerasa de RNA dependiente de RNA
(43).

Participa en la replicacion viral al unirse a RNA de cadena sencillo (43).
InteractCia con nsp 14 y nsp16 para estimular su actividad enzimética
(43).

No se ha descrito una funcién para esta proteina (43).
Polimerasa de RNA dependiente de RNA (43).

Helicasa de DNA y RNA de doble cadena, ademas participa en la
formacion de la caperuza 5° en el MRNA viral (44).
Exorribonucleasa 3°-5’ y metiltransferasa N7 guanina (43).
Endorribonucleasa involucrada en evadir la deteccion de sensores de
RNA de doble cadena (45).
2’-O-metiltransferasa activada por nsp10 para la formacién de la

caperuza 5’ en el mRNA viral (43).



1.2. Ciclo viral de SARS-CoV-2

El ciclo viral, para SARS-CoV-2, inicia con la union de la proteina S al receptor humano
ACE?2 (enzima convertidora de angiotensina 2) presente en células epiteliales nasales, células
secretoras Y ciliadas del tracto respiratorio (Figura 3) (46). Esta proteina cataliza la escision
de la angiotensina | en angiotensina 1-9 y angiotensina Il en la proteina vasodilatadora
angiotensina 1-7 (47). Es una proteina ampliamente expresada en distintos érganos y
participa en la regulacién de la funcidn renal y cardiovascular (48). En la proteina ACE2, los
residuos de la primera alfa hélice, la lisina 353, junto con residuos proximales al extremo
amino terminal de la hoja beta 5, son los sitios responsables de establecer la union con la
proteina S (49). La interaccion entre la proteina S y ACE2, es mediada por el dominio de
unién al receptor (RBD por sus siglas en inglés) presente en la subunidad S1 (50,51). Después
de que esta unién ocurre, se induce la escision de S1y S2 en ACE2, esta escision puede ser
mediada por la actividad de la proteasa TMPRSS2, lo cual favorece la fusion de la membrana

viral con la membrana celular (52,53).

Posteriormente el genoma viral se libera dentro de la célula. EI genoma es traducido
directamente en forma de las poliproteinas ppla y pplb, las cuales son escindidas
posteriormente por las proteasas virales: proteasa tipo papaina y proteasa tipo 3C. En
conjunto, estas proteasas participan en la formacién de proteinas no estructurales como la
helicasa y la polimerasa de RNA (54). La polimerasa produce una serie de transcritos
subgendmicos por medio de un proceso de transcripcion discontinua. La replicacién de RNA

requiere de secuencias que actlen en cis para regular la transcripcion (55).



Finalmente se traducen las proteinas estructurales, que en conjunto con el RNA genoémico,
seran ensamblados en forma de particulas virales (56-58). Las proteinas virales S, E'y M se
encuentran en el reticulo endoplasmico y la via secretora ayuda a estas proteinas a
movilizarse hacia el compartimento intermedio entre el reticulo endoplasmico y el aparato
de Golgi (ERGIC) (59). Las copias del genoma viral se asocian con la proteina N y se
envuelven en las membranas en ERGIC que tienen embebidas a las proteinas estructurales:

S, My E, lo que permite la maduracion de los viriones (60).
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Figura 3. Ciclo de replicacién viral de SARS-CoV-2.

1.3. Mecanismos moleculares de patogénesis por SARS-CoV-2

El virus SARS-CoV-2 infecta a las vias respiratorias bajas, principalmente a las células
epiteliales alveolares, también conocidas como neumocitos tipo Il (61); debido a la alta
expresion de ACE2 que estas células presentan, este tipo celular es uno de los principales
blancos de infeccion por este virus (62). La proteina ACE2 permite la homeostasis de los
fluidos involucrados en el tejido pulmonar, por lo que con la infeccidn de los neumocitos tipo
I1, ocurre una pérdida del intercambio de aire, asi como una fuga de fluidos dentro de los

pulmones (63,64).



Los efectos patogénicos de los coronavirus dependen principalmente de los mecanismos
mediados por el sistema inmune innato y adaptativo (65). Se considera como respuesta
inmune innata aquella que participa de forma inespecifica ante una infeccion, mientras que
la respuesta adaptativa se monta en especifico contra el patégeno involucrado en la infeccion
(66). Por otro lado, los efectos patogénicos observados a nivel celular en la infeccion por
coronavirus son: lisis, apoptosis y formacion de sincitios (67). En especifico, la formacién
de los complejos de replicacion viral anteriormente mencionados, conduce a la pérdida de la

estructura del aparato de Golgi, lo cual tiene efectos citopaticos visibles (68).

Uno de los mecanismos propuestos de patogénesis por SARS-CoV-2 es la llamada tormenta
de citocinas, que es el resultado de la activacion de multiples células inmunes, con la
consecuente liberacion de citocinas proinflamatorias: IL-6, IL-1, TNF-0, MCP1, entre otras
(69). En el caso de COVID-19 esta tormenta de citocinas se presenta desde una etapa
temprana en el desarrollo de la enfermedad y ésta podria estar siendo iniciada por la
poblacion de macréfagos pulmonares (70). Se estima que tras la activacion de las células
inmunitarias se produce la secrecion de citocinas y quimiocinas inflamatorias en las células

endoteliales vasculares de los pulmones (71).

Se ha reportado que en el plasma de pacientes hospitalizados con COVID-19 se encuentran
las siguientes citocinas incrementadas en comparacion con sujetos controles sanos: la
interleucina 1 beta (IL1-B), el antagonista del receptor de interleucina 1 (ILLRA), interleucina
7 (IL-7), la interleucina 8 (1L-8), la interleucina 9 (IL-9), la interleucina 10 (IL-10), el factor
de crecimiento de fibroblastos basico (FGF2 basico), el factor estimulante de colonias de
granulocitos (GCSF), el factor estimulante de colonias de granulocitos y macréfagos
(GMCSF), el interferon gamma (IFN-y), la proteina inducida por interferon gamma 10
(IP10), la proteina quimiotactica de monocitos 1 (MCP1),la proteina inflamatoria de
macrdfagos 1 alfa (MIPla), la proteina inflamatoria de macrofagos 1 beta (MIP1B), la
subunidad B del factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGFB), el factor de necrosis
tumoral alfa (TNF-a) y el factor de crecimiento endotelial vascular (VEGFA). Mas aun, en
los casos de COVID-19 que ingresaron a unidad de cuidados intensivos se observaron
niveles incrementados de las siguientes citocinas, con respecto a los pacientes con COVID-

19 que no ingresaron a la unidad de cuidados intensivos: IL-2, IL-7, 1L-10, GCSF, IP10,



MCPI1, MIPla y TNF-a (2) (Tabla 2). Por otro lado, también se ha encontrado que en los

pacientes con COVID-19, la poblacion de los linfocitos T CD3+ se encuentra disminuida y

esto correlaciona negativamente con la presencia de la IL-6 y la IL-8 en el suero de los

pacientes, particularmente se ha reportado que la cinética de la IL-6 se puede relacionar con

la severidad de la enfermedad (72).

Tabla 2. Citocinas reportadas en casos de COVID-19 y su funcién normal
Citocina Funcion Referencias
FGF2 Regula la sobrevivencia, divisién, migracién y diferenciacion (73,74)
béasico celular. Induce la expresion de genes relacionados a
inflamacion en células endoteliales.
GCSF Controla la produccién, diferenciacion y funcién de (75)
granulocitos y monocitos.
GMCSF Estimula el crecimiento y diferenciacion de precursores (76)
hematopoyéticos de granulocitos, macréfagos, eosinéfilos y
eritrocitos.
IFN-a Tiene propiedades antivirales al estimular la expresién de (77,78)
genes que participan en respuesta inmune innata y
adaptativa.
IFN-y Activa células efectoras inmunes y favorece la presentacion (79,80)
de antigeno en infecciones virales.
IL-10 Actua en distintas células inmunes limitando el dafio al tejido (81)
causado por inflamacion
IL-13 Inhibe la produccidn de citocinas proinflamatorias. (82)
ILIRA Inhibe la actividad de la IL-1, al unirse a su receptor IL1R1. (83)
IL1-B Induce la migracién y activacién de neutrofilos, la activacion (84,85)
de linfocitos B y T, asi como, la proliferacion de fibroblastos.
IL-2 Se requiere para la proliferacion de linfocitos T. (86)
IL-4 Activa a linfocitos B. (87)
IL-6 Es un potente inductor de inflamacion. (88)
IL-7 Estimula la proliferacion de progenitores linfoides. (89)
IL-8 Quimioatrayente de neutrofilos, baséfilos y linfocitos T. (90)
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IL-9 Es un factor de crecimiento para linfocitos T, B y mastocitos. (91)

IP10 Quimiocina con propiedades proinflamatorias. (92)
MCP1 Quimioatrayente de monocitos y basofilos. (93,94)
MIPla Quimiocina con propiedades proinflamatorias. (95)
MIP1pB Quimiocina con propiedades proinflamatorias. (95)
PDGFB Factor de crecimiento que regula la proliferacidn, migracion (96)

y sobrevivencia de pericitos y células vasculares de musculo

liso.

TNF-a Es un fuerte pirégeno proinflamatorio que inhibe la funcion (97)

de linfocitos T regulatorios.

VEGFA Participa en la angiogénesis y crecimiento celular del (98)
endotelio.

La inmunopatologia propuesta, de acuerdo a lo reportado para SARS-CoV vy los virus de
RNA, en general, se debe a que con la entrada del virus se induce la estimulacion de la
respuesta inmune a través de receptores tipo Toll (TLR) como el TLR4 que reconoce a la
proteina S, con ayuda de la proteina de respuesta primaria de diferenciacion mieloide 88
(MyD88 por sus siglas en inglés) que participa como proteina adaptadora y permite la
transduccion de la sefial (99). La interaccidn entre estas proteinas permite la activacion del
factor nuclear potenciador de las cadenas ligeras kappa de las células B activadas (NF-xB
por sus siglas en inglés) y la activacion de la via de las cinasas activadas por mitégenos
(MAPK por sus siglas en inglés) para producir proteinas pro inflamatorias (100). Ademas,
ocurre la activacion de otros receptores, como TLR-3 que es un receptor endosomal, que
reconoce el RNA de doble cadena del coronavirus y recluta a la proteina adaptadora TRIF.
Esta Ultima, activa a las proteinas IRF3 y NF-xB para inducir la secrecion de citocinas pro
inflamatorias y de respuesta antiviral como interferon a (IFN-o)) y TNF-B (101-103). EIl IFN-
a forma complejos con su receptor (IFNAR) y de esta forma activa la via de sefializacion
JAK-STAT, que tiene como resultado la transcripcion de genes estimulados por interferon

(ISG por sus siglas en inglés) que en conjunto inhiben la replicacion viral (101).

Por otro lado, previamente se ha reportado que algunos coronavirus presentan mecanismos

para evadir la respuesta inmunitaria. Al respecto se sabe que, nspl inactiva la maquinaria
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traduccional y de esta forma suprime el papel de la via de IFN Tipo I, ademas de que lleva a
cabo la degradacion de RNA de la célula huésped y la inhibicion de la fosforilacion de
STATL. Lo anterior, produce en conjunto, la inhibicién de la respuesta del IFN Tipo I, de
modo que se promueve la replicacion y la diseminacion viral desde una etapa temprana de la
enfermedad (101,102,104). En el caso particular de SARS-CoV-1, se sabe que los productos
génicos obtenidos del ORF3B, ORF6 y N, son antagonistas de la respuesta de IFN Tipo 1,
cabe sefialar que los productos de esos marcos de lectura son las proteinas nsp3b, nsp6 y la
proteina estructural N (105,106). Ademas, se ha encontrado que la proteina nspl degrada el
MRNA de la célula huésped (107), al unirse a la subunidad 40s del ribosoma e inducir el
corte de transcritos que carecen de una secuencia lider 5° presente en los transcritos virales,
de esta forma se inhibe la sintesis proteica celular (108). Adicionalmente se sabe que en la
infeccion con SARS-CoV-1 se produce una secrecion de citocinas que conlleva a una
respuesta tardia de IFN Tipo I, lo que se caracteriza por un reclutamiento retrasado de

monocitos y macrofagos inflamatorios (109).

En el caso de SARS-CoV-2 se ha reportado que el desarrollo de la patogénesis es similar a
lo encontrado en SARS-CoV-1. Estudios realizados con SARS-CoV-2 demuestran que la
infeccion por este virus, en modelos experimentales in vivo, in vitro y a partir de muestras de
pacientes, esta asociada a la produccion de una gran cantidad de citocinas, a partir del dia 3
después de la infeccion y que ésta no se detiene hasta la eliminacion del virus.
Especificamente, se ha detectado un incremento de quimiocinas asociadas a monocitos, tales
como: CCL2 y CCLS8; asi como, bajos niveles de IFN Tipo Iy 111 (110).

1.4. Presentacién clinica

Los sintomas de la infeccion aparecen después de un periodo de incubacion de
aproximadamente 5.2 dias (111). El curso de la enfermedad es variable entre los pacientes,
en algunos casos inicia con sintomas leves y posteriormente se presenta una neumonia
alrededor del dia 9 de la enfermedad (112). El periodo de tiempo desde los sintomas de la
enfermedad hasta la muerte varia de 6 a 41 dias con una mediana de 14 dias (113). Este

periodo dependeréa de la edad del paciente y del estado de su sistema inmune. Entre pacientes

12



mayores a 70 afos de edad este periodo es mas corto, en comparacion con aquellos pacientes

menores a los 70 afios de edad (113).

En general, se habla de cinco posibles cuadros clinicos de COVID-19: asintomaticos, leves,
moderados, severos y criticos (72). Los casos asintomaticos corresponden a personas
infectadas con SARS-CoV-2 que no presentan sintomas, mientras que los casos leves,
moderados severos y criticos se presentan en pacientes infectados con SARS-CoV-2 que si
presentan sintomas (114). Los casos leves se caracterizan por presentar fiebre, tos, cambios
en el gusto y olfato, sin disnea; mientras que los casos moderados pueden tener
adicionalmente evidencia clinica o radiogréafica de enfermedad en el tracto respiratorio
inferior, tanto los casos leves como los moderados no requieren hospitalizacion (115). Por
otro lado, los casos severos y criticos requieren de hospitalizacion; los casos severos se
caracterizan por presentar una saturacion de oxigeno <94% e infiltracion pulmonar >50% y
los casos criticos son aquellos donde ocurre fallo respiratorio, disfuncion multiorgénica, entre

otras complicaciones que pueden ser fatales (115).

Los sintomas méas comunes del inicio de la enfermedad de COVID-19 son: fiebre, dolor de
cabeza, hemoptisis, diarrea, disnea y linfopenia (2,13,113,116). Los estudios de
imagenologia como la tomografia computarizada del pecho, permiten observar
caracteristicas clinicas de una neumonia, en algunos pacientes el cuadro puede empeorar,
presentandose entonces un sindrome respiratorio agudo o un dafio cardiaco agudo que
pueden conducir a la muerte (2). Aunque existen similitudes entre los sintomas que provocan
los betacoronavirus, COVID-19 muestra caracteristicas Unicas como la afeccion de las vias

respiratorias bajas (117,118).

1.5. Epidemiologia

El 30 de enero de 2020, la OMS nombré a la COVID-19 como emergencia de salud publica
de preocupacion internacional, posteriormente el 11 de marzo del 2020 fue determinada, por
la misma organizacion, como una pandemia (119). Para el 31 de mayo del 2021, se han
reportado 169 597 415 casos confirmados y 3 530 582 muertes a nivel mundial (8). La tasa
de letalidad global es de 5.8 %, la cual aumenta en pacientes que pertenecen a la poblacién

de adultos mayores y en aquellos pacientes con comorbilidades (120,121).
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En México el 28 de febrero se confirmo el primer caso positivo para SARS-CoV-2, de un
hombre de 35 afios de edad, perteneciente a la Ciudad de México que habia viajado
recientemente a Italia (122). Posteriormente los casos fueron aumentando, hasta darse las tres
fases caracteristicas de una epidemia. Al 30 de mayo de 2021 en México, se han confirmado
2 412 810 casos y 223 507 defunciones por la enfermedad de COVID-19 (9). Mientras que
la tasa de letalidad en México, por COVID-19, se estima en 9.33% (123).

La transmision de este virus es principalmente por el contacto entre humanos y ocurre a través
de gotas producidas cuando una persona infectada estornuda, tose o habla; al inhalar esas
gotas, éstas pueden establecerse en los pulmones o en la mucosa nasal o bucal (124). En una
cohorte de pacientes positivos a SARS-CoV-2 se midi6 la carga viral en muestras de saliva
orofaringea y se encontrd que la mediana en carga viral era de 5.2 logio, lo cual equivale a
158,489 copias por ml, ademas de que se report6 que la carga era mas alta durante la primera
semana después del inicio de los sintomas y posteriormente iba disminuyendo con el tiempo
(125,126). La carga viral alta que se detecto en el estudio anterior durante la fase temprana
de la enfermedad, sugiere que los pacientes podrian ser mas infecciosos durante este periodo
y esto puede asociarse a la alta transmisibilidad que ha caracterizado a SARS-CoV-2 (127).
Por otro lado, la carga viral podria correlacionarse con la edad de los pacientes, lo cual podria
deberse a un bajo nivel de inmunidad en este grupo poblacional y a una alta expresion del
receptor ACE2 (128).

1.6. Tratamiento

En los casos de COVID-19 leves y moderados se recomienda la administracion de
antipiréticos para la fiebre y el dolor, la hidratacion y el monitoreo constante de la saturacion
de oxigeno (129). En los casos que la saturacién de oxigeno sea <90% se recomienda la

administracion de oxigeno suplementario (129).

De todos los antivirales utilizados, hasta el momento sélo el remdesivir ha sido aprobado
como uso de emergencia por la Administracion de Medicamentos y Alimentos de Estados
Unidos (FDA) para el uso en pacientes adultos y pediatricos que requieren hospitalizacion,
debido a distintos estudios clinicos realizados durante el afio 2020 que demuestran un periodo

de recuperacion menor cuando se utiliza este antiviral en comparacion cuando sélo se
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administra un placebo (130). También se aprob6 el uso de emergencia de algunas
combinaciones de anticuerpos monoclonales contra SARS-CoV-2, esto en pacientes que
tienen riesgo alto de pronéstico de COVID-19 severo (131). Sin embargo, en México, el

acceso a estos medicamentos no es una posibilidad para la mayoria de la poblacion.

Recientemente se ha encontrado evidencia de que la dexametasona reduce la mortalidad en
pacientes hospitalizados con COVID-19, por lo cual ha sido recomendado su uso a nivel
mundial (132). En México, se reporta que el tratamiento experimental que se ha utilizado
contra los pacientes con COVID-19 ha sido: cloroquina, hidroxicloroquina,
lopinavir/ritonavir, atazanavir/ritonavir, tocilizumab, ivermectina, plasma de pacientes

convalecientes, remdesivir, anticoagulantes y dexametasona (133,134).

1.7. Vacunas

Actualmente se cuenta con una serie de vacunas especificas contra SARS-CoV-2 aprobadas
por la OMS para uso de emergencia. La primera vacuna en ser aprobada para uso de
emergencia fue la vacuna COVID-19 de Pfizer (BNT162b2) el 31 de diciembre del 2020
(135). Otras vacunas aprobadas para uso de emergencia por la OMS son: la vacuna de
AstraZeneca/Oxford (ChAdOx1-S/AZD1222) y la vacuna Ad26.COV2.S de Johnson &
Johnson (135).

En México, el organismo responsable de la aprobacion de vacunas para uso federal es la
Comision Federal para la Proteccion contra Riesgos Sanitarios (Cofepris), la cual ha
autorizado el uso de emergencia de cuatro vacunas contra el virus SARS-CoV-2: la vacuna
de Pfizer-BioNTech, la vacuna de AstraZeneca-Universidad Oxford, la vacuna de Bharat
Biotech International Limited, COVAXIN vy la vacuna de CanSino (136,137). Actualmente
en México se encuentran en investigacion las vacunas de Jannsen y Novavax (136). No
obstante, es necesario que haya mas tiempo de farmacovigilancia sobre estas vacunas, por lo
que se espera que esta informacion se vaya actualizando conforme se obtiene. Al dia 30 de
mayo del 2021, se estima que 21.2 millones de personas han recibido vacuna contra COVID-
19 en México (138).

Las vacunas desarrolladas contra SARS-CoV-2 estan basadas principalmente en la
produccion de proteinas o fragmentos de proteinas que mimetizan la infeccion con SARS-

15



CoV-2 (135). Entre ellas estan las vacunas con vectores virales que son el vehiculo para
internalizar en las células RNA o DNA que permite la sintesis de proteinas provenientes de
SARS-CoV-2 (139). Sin embargo, también estan en desarrollo vacunas que son virus
atenuados o inactivados de SARS-CoV-2 (135).
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2. JUSTIFICACION

Actualmente se desconoce qué factores estan involucrados en producir cuadros clinicos mas
severos que otros en COVID-19, sin embargo, una de las hipdtesis es la respuesta
inflamatoria exacerbada que provoca la enfermedad (69). Se sabe por estudios post mortem,
que la gravedad de la enfermedad se ha relacionado con altos niveles de citocinas circulantes,
linfopenia e infiltracion de células mononucleares en los pulmones, el corazén (63), los
ganglios linfaticos (140) y los rifiones (141). Adicionalmente, se sabe que en los pacientes
con un cuadro clinico severo, un 80% de las células totales obtenidas del fluido bronco
alveolar son células fagociticas mononucleares, mientras que en el fluido bronco alveolar de
los casos clinicos leves y los datos de secuenciacion de tejido pulmonar de controles sanos,
solo se encontrd6 que esta poblacién de células representaba un 60% y un 40%

respectivamente (142).

Para entender qué poblaciones celulares son responsables de la tormenta de citocinas se han
Ilevado a cabo diversos estudios con cohortes de pacientes y muestras de sangre periférica.
Algunos de estos estudios han encontrado que en pacientes con COVID-19 ocurre una
activacion de linfocitos T CD4+ hacia células T cooperadoras (Th) de tipo 1, asi como una
induccion en la produccion de monocitos inflamatorios CD14+CD16+ que expresan una alta
cantidad de IL-6 (143). Se ha encontrado que los monocitos de pacientes con COVID-19 son
mas grandes en tamafio y ademas expresan CD11b+, CD14, CD16, CD68, CD80+, CD163
y CD206+; adicionalmente secretan IL-6, IL-10 y TNF-a, en comparacion con los controles
sanos (144). Sin embargo, estos estudios muestran la produccion de citocinas y la expresion
de marcadores en células inmunitarias s6lo a un tiempo determinado de la enfermedad por
COVID-19, por lo que se desconoce la dindmica de las citocinas y de las células inmunitarias
involucradas en el progreso de la inmunopatologia por COVID-19. Por todo esto, es de
nuestro interés estudiar qué genes de la respuesta inmune innata antiviral expresan las células
mononucleares de sangre periférica de pacientes positivos a SARS-CoV-2, asimismo, qué
citocinas se expresan en circulacion durante la evolucion de la enfermedad. De esta forma
sera posible sugerir potenciales blancos terapeuticos, asi como también, tener indicios para

sugerir el prondstico de los pacientes de COVID-109.
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3. HIPOTESIS DE TRABAJO

El perfil de expresion de genes de respuesta antiviral en las células mononucleares de
sangre periférica y citocinas en el suero de pacientes con SARS-CoV-2 se asocia al

pronostico de recuperacion.
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4. OBJETIVOS

4.1. Objetivo general

Evaluar la expresion de los marcadores de la respuesta antiviral en pacientes con SARS-

CoV-2 y su relacion con la evolucion clinica.

4.2. Objetivos especificos

1. Evaluar la expresion de los marcadores de la respuesta antiviral en células
mononucleares de sangre periférica de pacientes infectados con SARS-CoV-2.

2. Evaluar el perfil sérico de citocinas relacionadas al proceso inflamatorio en pacientes
con SARS-CoV-2.

3. Correlacionar la expresion de citocinas en células mononucleares y en suero con la

evolucidn clinica de los pacientes incluidos en el estudio.
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5. MATERIALES Y METODOS

Este trabajo se realizo en el Laboratorio de Infectologia Molecular del Departamento de

Bioquimica y Medicina Molecular de la Facultad de Medicina de la Universidad Autdnoma

de Nuevo Leodn.

5.1 Materiales

5.1.1 Reactivos

Obtencion de PBMC v suero

e Histopaque-1077Cat. 10771 (Sigma-Aldrich)
e Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) Cat. 11320033 (Gibco)
e Solucion de antibidtico-penicilina-estreptomicina (100UIl/ml de penicilina
G de sodio y 100 pg/ml de sulfato de estreptomicina) Cat. 15140122 (Gibco)
e Suero fetal bovino (SFB) Cat. 16000044 (Gibco)
e Dimetil sulféxido (DMSQO) Cat. 561865 (Sigma-Aldrich)
o Buffer de fosfatos salino (PBS) 1X pH 7.4

Extraccion de RNA

e RNeasy Mini Kit Cat. 74104 (QIAGEN)

e [(-mercaptoetanol Cat. M3148 (Sigma-Aldrich)
e RNase-Free DNase Set Cat. 79254 (QIAGEN)
e QIlAshredder Cat. 78656 (QIAGEN)

e Etanol 70% grado Biologia Molecular

e Agua tratada con DEPC 0.1%

Control de calidad RT-gPCR para RNasa P

e 2xRx (Invitrogen)
e MgSO4 5 mM (Invitrogen)
e BSA 20 mg/ml (Bio-Rad)
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e Primer Forward (Fwd) y Reverse (Rev) para RNasa P (T4 Oligo)

e Sonda de escision para RNasa P (T4 Oligo)

e Superscript 111 One-Step RT-PCR System with Platinum Tagq DNA Polymerase Cat.
12574018 (Invitrogen)

Retrotranscripcién y gPCR

e RT?First Strand Kit Cat. 330404 (QIAGEN)
e RT?SYBR Green ROX gPCR Mastermix Cat. 330523 (QIAGEN)
e RT? Profiler PCR Arrays Antiviral Response Cat. 330231 (QIAGEN)

Inmunoensayos

e MILLIPLEX MAP Kit Human Cytokine/Chemokine Magnetic Bead Panel Cat.
HCYTOMAG-60K Customized panel HIFNA2-MAG, HCYIFNG-MAG,
HCYIL10-MAG, HIL13-MAG, HCYIL1B-MAG, HCYTNFA-MAG, HCYILS-
MAG, HCYIL6-MAG, HIL2-MAG y HIL4-MAG (Millipore)

5.1.3 Equipos

*Espectrofotometro NanoDrop 2000 (Thermo Scientific)
*Termociclador Veriti 96 well (Applied Biosystems)
*Termociclador Step one plus PCR system (Applied Biosystems)
« Campana de Bioseguridad Tipo Il (Nuaire)

« Centrifuga con rotor para tubos de 15 ml capacidad de 400 g y 1500 rpm (Thermo Fischer

Scientific)
* Pipetor para pipeta seroldgica (Thermo Fischer Scientific)
* Refrigerador 4°C (Supermatic)

* Congelador -20°C (Kenmore)
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* Luminex 200 (Millipore)
« Ultracongelador -70 a -80°C (Nuaire)

5.2. Métodos

5.2.1 Estrategia general

Analisis de genes Inmunoensayo
de respuesta de citocinas
gantiviral RTq-PCR involucradas

Consentimiento Consentimiento
informado , 1 informado
= +
l Hospitalizados Grupo *
Obtencidn de control
muestras de sangre en HU/AEMA
0 dias 3dias 7 dias 14 dias
Obtencion ™ & Qptencién Ot . ‘ Obtencién Obtencion ™ ¥ Optencidn Obtencién = ' Obptencién
e PBMC e suero Sgﬂ‘locn e suero IP PBMC | I & suero e PBMC e suero
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Extraccmn Extraccion Extraccion Extraccion
e RNA 1 H de RNA 1 v de RNA I v de RNA

Correlacionar 7 —
los datos Historia Andlisis QJ,H‘HL c o
obtenidos clinica " estadistico &

Figura 4. Estrategia general.

5.2.2 Obtencion de las células mononucleares de sangre periférica

De los sujetos controles sin COVID-19 y pacientes con COVID-19 hos

y SUero

pitalizados, se

obtuvieron muestras de sangre en tubo BD Vacutainer con EDTA K2 y en tubo BD

Vacutainer para suero. Las muestras en tubo BD Vacutainer para suero se centrifugaron a

3,000 rpm por 5 min a temperatura ambiente, se colectd el suero y se almacené a -70°C. Para

obtener las células mononucleares de sangre periféerica (PBMC por sus siglas en inglés) se

afiadieron 4 ml de Histopaque a un tubo conico, posteriormente se depositaron 4ml de sangre

sobre el Histopaque, de forma lenta por la pared, inclinando el tubo 45°.

Se centrifugo

inmediatamente a 400 g por 30 min a temperatura ambiente sin desaceleracion.

Posteriormente, para recuperar las PBMC, se tomo el halo blanco que se en

cuentra debajo
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del plasma y arriba del Histopaque. Las PBMC se depositaron en un tubo nuevo que se aforo
a5ml con PBS 1X. Se centrifug6 a 1,500 rpm por 15 minutos a temperatura ambiente. Como
resultado se obtuvo un botdn de células en el fondo del tubo, se decanté el sobrenadante, se
resuspendio el boton y se agregaron 5ml de PBS 1X. Se centrifug6 a 1,500 rpm por 15
minutos. Se decanto el sobrenadante y se resuspendieron las células en 1 ml de medio de
congelacion (Medio DMEM, Solucién de antibidtico 1% y SFB 20%) y en 1ml de medio
DMSO (Medio DMEM, Solucidn de antibidtico 1%, SFB 20%, DMSO 20%). Se hicieron
dos alicuotas de 1 ml por cada muestra y éstas se almacenaron dentro de un contenedor Mr.
Frosty con isopropanol a -70°C, posterior a 2 h como minimo los crioviales fueron retirados

de este contenedor para almacenarse directamente a -70°C.

5.2.3 Extraccion de RNA

Las alicuotas de PBMC fueron descongeladas a 37°C en bafio maria, posteriormente se
transfirié el contenido a un tubo de 1.5 ml, este tubo se centrifugd 5 s a 13000 rpm a
temperatura ambiente, se desech6 el sobrenadante con puntillas y a partir del sedimento
celular se extrajo el RNA total utilizando las columnas RNeasy Mini Kit Cat. 74104
(QIAGEN) y QlAshredder Cat. 78656 (QIAGEN), de acuerdo con lo descrito a continuacion.
Se afiadieron 350 pl de Buffer RLT mas 3.5 pl de B-mercaptoetanol a cada microtubo con el
sedimento celular, se utilizo el vortex y se resuspendid con la micropipeta. Posteriormente,
se transfirié el volumen a una columna de QIAshredder y se centrifug6 a 13,000 rpm por 2
min. Después se afiadid al lisado un volumen igual de etanol al 70% y se mezclé por pipeteo.
Se transfirieron 700 pl de la muestra a una columna RNeasy dentro de un tubo colector de
2ml y se centrifugd por 15s a 13000 rpm. Se descarté el sobrenadante y se reutilizé el tubo
colector. Se afadieron 250 pl de Buffer RW1 a la columna y se centrifugd 15s a 13,000 rpm.
Se desechd el sobrenadante y se reutilizé el tubo. Posteriormente, en un microtubo se
afnadieron 10 ul de DNase I stock solution a 70 ul de Buffer RDD (RNase-Free DNase Set
Cat. 79254 (QIAGEN)), se mezclé el tubo por inversion y se le dio un spin en la centrifuga.
Se afiadid la mezcla de DNasa preparada previamente a la columna y se incubd a temperatura
ambiente (20 a 30°C) por 15 min. Despues se agregaron 350 ul de Buffer RW1 a la columna

y se centrifug6é 15 s a 13,000 rpm, se desecho el sobrenadante y se reutiliz6 el tubo. Se
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afiadieron 500 pl de Buffer RPE y se centrifugd 15s a 13000 rpm, de nueva cuenta se descarto
el sobrenadante y se reutiliz6 el tubo colector. A continuacion, se afiadieron 500 pl de Buffer
RPE y se centrifugd 2 min a 13,000 rpm. Se coloco la columna en un tubo colector nuevo de
2 mly se centrifugd a maxima velocidad por 1 min. Se colocé la columna en un tubo colector
con tapa de 1.5 ml y se le afiadieron 30 pl de agua libre de RNasas tibia en bafio maria a
37°C, se incub6 5 min para posteriormente centrifugar 1 min a 13,000 rpm. Finalmente se
cuantificé en Nanodrop la concentracion y calidad del RNA obtenido.

5.2.4 Control de calidad RT-gPCR para RNasa P

El RNA proveniente de PBMC de pacientes fue sometido a RT-gPCR para la amplificacion
del gen enddgeno de la RNasa P. Los pares de primers utilizados presentaban las siguientes
secuencias  5’-3:  AGATTTGGACCTGCGAGCG  (como  primer  forward),
GAGCGGCTGTCTCCACAAGT (como primer reverse) y
(FAM)TTCTGACCTGAAGGCTCTGCGCG (como sonda de hidrolisis especifica) bajo las
condiciones de reaccion que se muestran a continuacion.

Tabla 3. Condiciones de RT-qPCR para RNasa P

Reactivo Por reaccion
H20 6.25 pl
2XRx 12.5 ul
MgSO4 5mM 0.4 pl
BSA 20 mg/mi 0.1l
Primer Fwd RNasa P 10uM 1pl
Primer Rev RNasa P 10uM 1l
Sonda RNasa P 10uM 0.75 pl
Mezcla de enzimas Superscript 111 One- 0.5 ul
Step RT-PCR System with Platinum Tag
DNA Polymerase
RNA 2.5 ul
Volumen final 25 pl

Posteriormente los tubos de reaccion se colocaron en el equipo Step One Plus con el siguiente
programa: un ciclo de 10 min a 55°C seguido de 3 min a 94°C y 45 ciclos de 10 s a 95°C,
seguido de 45 s a 58°C.
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5.2.4 Retrotranscripcion y gPCR

El RNA obtenido se someti6 a retrotranscripcion utilizando el kit de sintesis de cDNA RT?
First Strand Kit Cat. 330404 (QIAGEN), de acuerdo con las especificaciones del fabricante.
Se utilizaron 100 ng de RNA para cada reaccion de retrotranscripcion. Se realizé la mezcla
de eliminacion de DNA genomico de acuerdo al volumen de RNA necesario, 2 pl Buffer GE
y agua libre de nucleasas para tener un volumen final de 10 ul. Posteriormente se realizé la
mezcla de retrotranscripcion con 4 ul de Buffer BC3 5X, 1 pl DE Control P2, 2 ul de RE3
Reverse Transcriptase Mix y 3 pl de agua libre de nucleasas. Posteriormente se mezclaron
las dos soluciones y se incub6 a 42°C por 15 min y de inmediato se llevé a 95°C por 5 min
en el termociclador Veriti 96 well (Applied Biosystems). Finalmente, se afiadieron 91 ul de

agua libre de nucleasas y se almacend el microtubo a -20°C.

Para realizar la qPCR se utilizé el RT?2 SYBR Green ROX qPCR Mastermix Cat. 330523
(QIAGEN), de acuerdo a las especificaciones del fabricante. Se mezclaron 1350 pl de 2x
RT2 SYBR Green Mastermix, 102 pl del cDNA obtenido en el paso previo y 1248 pl de agua
libre de nucleasas. Se mezcl6 la solucion y se dispensaron 25 ul de esta solucion en cada
pozo de la placa de RT? Profiler PCR Arrays Antiviral Response Cat. 330231 (QIAGEN).
Posteriormente se colocé la tapa adhesiva de la placa y se centrifugd 1 min a 1000 g a
temperatura ambiente. La placa se colocd entonces en el termociclador Step one plus PCR
system (Applied Biosystems) con el siguiente programa: un ciclo de 10 min a 95°C y 40
ciclos de 15 s a 95°C seguido de 1 min a 60°C. Finalmente los datos obtenidos de la
amplificacion fueron analizados mediante la hoja de datos obtenida en:

www.giagen.com/shop/pcr/primer-sets/rt2-profiler-pcr-arrays/#resources para obtener el 2~
AACt
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5.2.7 Inmunoensayo multiple

Se realiz6 una dilucion 1:2 de las muestras de sueros provenientes de pacientes (sugerida por
el kit), utilizando el Serum Matrix del MILLIPLEX MAP Kit, habiendo reconstituido
previamente el Serum Matrix con 1 ml de agua desionizada. Las muestras provenientes de
controles se procesaron sin diluir. Después se sonicaron los viales de microesferas por 30 s
y se utilizo el vortex por 1 min. Se afiadieron 60 pl de cada vial de microesferas a un Mixing
Bottle y se afiadieron 3 ml de Bead Diluent, posteriormente se llevo al vortex. Por otro lado,
se reconstituyeron los viales de control de calidad 1 y 2 con 250 pl de agua desionizada. Se
invirtio cada vial varias veces para mezclar y posteriormente se utilizo el vortex. Ademas, se
mezclaron 60 ml de 10x Wash Buffer con 540 ml de agua desionizada. Se reconstituy6 el
Human Cytokine Standard con 250 pl de agua desionizada para tener la concentracion de 10,
000 pg/ml y de ahi se realizaron diluciones para obtener los estandares a 2000, 400, 80, 16 y
3.2 pg/ml, siguiendo las indicaciones del fabricante. Después se realizé un lavado con 200 pul
de Wash Buffer en cada pozo de la microplaca que contiene el kit, se sell6 con el adhesivo y
se colocd en un agitador por 10 min a temperatura ambiente. Posteriormente se colocé la
microplaca sobre un soporte de microplacas de magneto que permite que las microesferas se
queden fijas en cada pozo, incluso después de decantar tras cada lavado. En el soporte de
magneto se dejo reposar la microplaca por 60 s y posteriormente se decant6 el contenido en
un recipiente, posteriormente se afiadieron 25 pl de cada estandar o control en los pozos
adecuados + 25 ul de Assay Buffer + 25 pl Serum Matrix + 25 pl de muestra de suero. Se
utilizo el vortex y se afadieron 25 pl de las microesferas previamente mezcladas. Se sell6 la
microplaca con el adhesivo y se incub6 en un agitador por 2 h a temperatura ambiente. Al
pasar el tiempo de la incubacion se coloco la microplaca sobre el soporte de magneto durante
60 s y se removio el contenido de los pozos. Posteriormente, se llevé a cabo un lavado
afiadiendo 200 ul de Wash Buffer, se dejo reposar la microplaca por 60 s en el soporte de
magneto y se removié el contenido. Se repitio el lavado con 200 pl de Wash Buffer, siguiendo
las especificaciones previas para posteriormente afiadir 25 pl de anticuerpos de deteccion en
cada pozo, se sell6 nuevamente la microplaca y se incubo en agitacion por 1 h a temperatura
ambiente. Después se afiadieron 25 pl de estreptavidina-ficoeritrina a cada pozo y se sello la

microplaca en incubacién por 30 min a temperatura ambiente. Se realizaron dos lavados
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siguiendo las especificaciones previamente mencionadas y se afiadieron 150 ul de Sheath
Fluid a cada pozo de la microplaca, se resuspendieron las microesferas en agitacion por cinco
minutos y se llevo a analizar en el equipo Luminex 200 con el software XPONENT.

5.2.8 Andlisis estadistico

Los resultados fueron evaluados utilizando prueba de t de Student, U de Mann-Whitney,
Kruskal-Wallis, chi cuadrada o correlacién, prueba de rangos con signo de Wilcoxon para
muestras relacionadas, segun fue el caso, utilizando el programa SPSS version 24.0. Las
gréficas fueron realizadas utilizando el programa GraphPad PRISM 6 y Excel 2016. Para el
caso de los datos obtenidos de los arreglos de qPCR se utilizé la plataforma RT? Profiler PCR
Array Data Analysis version 3.5. y la hoja de datos para el analisis de arreglos RT?
(www.giagen.com/shop/pcr/primer-sets/rt2-profiler-pcr-arrays/#resources). Se considero

una diferencia significativa cuando el valor de p fue igual o menor a 0.05.
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6. RESULTADOS

6.1 Cohorte de pacientes hospitalizados con COVID-19

Se reclutaron un total de 38 pacientes para el estudio, de los cuales se obtuvieron muestras
de sangre para la obtencion de PBMC vy suero. Sin embargo, no siempre se obtuvieron las
dos muestras para cada uno de los cuatro tiempos de hospitalizacion: dia 0, 3, 7 y 14. Una
vez finalizado el reclutamiento de pacientes, se seleccionaron 20 pacientes para la evaluacion
de genes de respuesta antiviral y 24 pacientes para el anélisis de citocinas en suero y las
variables clinicas recabadas durante el periodo de hospitalizacion. Las condiciones para
seleccionar a los pacientes de la cohorte de estudio fueron que al menos se tuviera el dia 0 de
hospitalizacién o dia de ingreso. Ademas, se reclutd a un grupo de sujetos controles sanos
los cuales fueron evaluados mediante RT-gPCR contra SARS-CoV-2 y un inmunoensayo
para la identificacion de anticuerpos IgG e IgM contra SARS-CoV-2 para descartar infeccion
previa o en el presente por este virus. En total se reclutaron muestras de PBMC vy suero de
27 sujetos sanos en una sola ocasidn. Algunas de las muestras recabadas en cada uno de los
grupos no pudieron ser utilizadas para el analisis debido a escasa muestra o problemas en los
controles de calidad que llevan a la eliminacién de la muestra, sin embargo, el nimero de
muestras analizadas en cada experimento se mencionara en cada tabla o grafica que

represente los datos analizados.

Tabla 4. Datos demogréficos de los pacientes del estudio
N=24 Sobrevivientes (N=11)  Fallecidos (N=13)

Sexo

Mujeres 10 (41.7%) 6 (54.5%) 4 (30.8%)
Hombres 14 (58.3%) 5 (45.5%) 9 (69.2%)
Edad

21a31 4 3 1

32a41 O 0 0

42a51 5 3 2

52a6l1 5 3 2

62a71 5 2 3

72a81 5 0 5

28



Tabla 5. Datos demograficos de los sujetos controles del estudio

N=27

Mujeres Hombres

15 12
Edad (55.6%) (44.4%)
21a31 5 5
32a41 2
42 a 51 0 1
52a6l 6 2
62a71 1 2
72a8l 0 2

6.2 Concentracion y control de calidad del RNA obtenido a partir de PBMC de la
cohorte de pacientes hospitalizados con COVID-19

Para evaluar la expresion de genes de respuesta antiviral en la cohorte de nuestro estudio, se
obtuvieron PBMC a partir de la muestra de sangre con anticoagulante, posteriormente se
extrajo el RNA total a partir de RNeasy Mini Kit. El mismo procedimiento se sigui6 con las

muestras de PBMC obtenidas de los sujetos controles.

Tabla 6. Concentracion y cocientes de calidad obtenidos a partir de las PBMC de la

cohorte de pacientes hospitalizados con COVID-19

Concentracion

Muestra 260/280 260/230
(ng/ul)
1t0 3.9 2.04 0.02
2t0 5 2.69 0.02
2t3 24.4 1.77 0.17
2t7 16.4 2.07 0.04
3t0 57.8 2 0.46
410 85.6 2.01 2.69
413 188.6 2.07 0.66
47 80.5 2.04 1.37
4114 29.2 1.93 0.53
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5t0
5t3
8t0
8t7
8t14
9t0
ot7
ot3
10t0
10t3
10t7
11t0
11t3
11t7
12t0
12t3
12t7
13t0
13t3
13t7
1410
1413
14t7
15t0
15t3
15t7
15t14
16t0
16t3
18t0
18t7
2410
2413
2417
25t0
25t3
2610
26t3

3.5
29.3
2.3
114
8.2
8.2
5.7
5.7
437.4
415.7
82.5
4.2
6.8
4.1
10.5
14.9
289.4
5.6
12.3
26.8
4.7
12
23.3
8.5
10.1
10.9
37.6
13.5
22
3.7
20.6
4.8
9.5
35.6
6.5
8.4
38.5
67

1.63
1.87
2.52
1.81
1.98
1.18
1.86
2.03
2.06
2.06
2.03
2.93
131
2.06
1.38
1.98
2.06
1.88
191
2.02
2.08
1.85
1.95
2.45
1.75
2.07
2.08
2.2

2.04
3.15
2.09
2.33
211
2.09
2.76
2.24
2.02
2.01

0.01
0.2
0.03
0.06
0.02
0.19
0.13
0.22
1.78
2.06
1.08
0.1
0.21
0.15
0.29
0.36
1.35
0.53
0.06
0.1
0.02
0.29
0.96
0.02
0.07
0.12
0.23
0.04
1.27
0.61
0.43
0.07
0.32
0.1
0.02
0.13
0.57
0.73

30



2617 49.5 2.01 1.37

30t0 17.8 1.96 0.17
30t3 14 2.02 1.53
30t7 6 1.47 0.33
30t10 7 1.2 0.06
30t11 17.2 1.93 0.22
30t14 6.7 1.1 0.05
32t0 5.7 1.71 0.46
32t3 1.8 1.29 0.02
32t6 6.1 1.39 -0.06
32t7 12.3 1.36 0.06

Debido a la obtencion de baja concentracion de RNA de las muestras y que muchas de ellas
no cumplian con la condicion sugerida por el protocolo de los arreglos para gPCR RT?
Profiler Antiviral Response de tener un cociente 260/230 >1.7, se decidio llevar a cabo un
andlisis de calidad adicional. Este andlisis de calidad consistio en someter a las muestras a
un analisis de RT-gPCR para el gen de la ribonucleasa P (RNasa P). Para este analisis se
utilizaron distintas cantidades de ng para comprobar que el material genético se encontraba
integro y permitiria la amplificacién de un gen endogeno como lo es el de la RNasa P. Se
utilizaron 0.5, 0.8, 12.5, 14.5 15.5, 25, 26.5, 29, 40 y 80 ng de distintas muestras para
corroborar si el RNA se encontraba lo suficientemente integro para permitir la amplificacion,
incluso con bajas cantidades de RNA. Las cantidades utilizadas se eligieron tomando en
cuenta las condiciones de los arreglos RT? Profiler Antiviral Response, en donde se menciona
que el rango de RNA a utilizar es de 25 ng a 5 g, los cuales posteriormente se dividen en
un total de 96 pozos de reaccion. A continuacién, se muestra una representacion grafica de
los valores de Ct obtenidos con las diferentes cantidades de RNA utilizadas en la reaccion.
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Figura 5. Control de calidad del RNA obtenido a partir de PBMC de pacientes
hospitalizados con COVID-19. Se muestra el Ct obtenido para cada cantidad de RNA
colocada en la reaccion de RT-gPCR para el gen de la RNasa P.

6.3 Evaluacion de la expresion diferencial de genes de respuesta antiviral en PBMC de

pacientes hospitalizados con COVID-19 en comparacion con sujetos controles

Una vez obtenida la evaluacion de calidad del RNA se procedid a sintetizar el cDNA de
acuerdo a las especificaciones del fabricante de los arreglos RT? Profiler Antiviral Response.
Se sometié una muestra por placa de RT? Profiler Antiviral Response, esto se llevé a cabo
para 58 muestras correspondientes a los 20 pacientes previamente seleccionados y para 25
sujetos controles que cumplieron con las caracteristicas éptimas de muestra colectada. Los
datos de expresion obtenidos por algunas muestras tuvieron que ser descartados cuando los
controles de los genes enddgenos no se obtuvieron ya que esto no permitiria realizar la
normalizacion de la expresion génica, por lo tanto, finalmente se consideraron solo 54

muestras correspondientes a 20 pacientes y 22 muestras correspondientes a 22 controles.

Los arreglos de PCR RT? Profiler Human Antiviral Response comprenden a 84 genes
involucrados en la respuesta inmune innata antiviral. En este conjunto de genes se evallan
tres vias de sefializacion que presentan receptores de reconocimiento de patrén (PRR por sus

siglas en inglés), estos son: los receptores TLR, los receptores tipo Nod (NLR por sus siglas
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en inglés) y los receptores tipo RIG-I. Las vias de sefializacion que se relacionan a estos
receptores activan la Ilamada repuesta inmune innata antiviral, en donde participa la
expresion de multiples citocinas pro inflamatorias. En este arreglo también se incluyen genes
involucrados en la via de sefializacion por IFN Tipo I, por lo que este arreglo permite estudiar
las interacciones que ocurren entre vias de sefializacion de respuesta inmune especificamente
en una infeccién viral. En estos arreglos se tienen ademas 12 controles de calidad, cinco
genes enddgenos que permiten la normalizacion de la expresion de los 84 genes de interés,
un control de DNA genomico Y triplicados de control de retrotranscripcion y polimerasa.

Una vez obtenidos los datos de las muestras evaluadas mediante los arreglos de gPCR se
realiz6 la normalizacion de la expresion entre los pacientes con base en la expresion de un
grupo control de un rango de edad +11 afios, de esta manera se obtuvo el 2 22 con lo que
se obtuvieron los genes diferencialmente expresados, ya sea sobreexpresados o
subexpresados entre pacientes con COVID-19 y sujetos controles, a lo largo del dia0, 3y 7
de hospitalizacion. No fue posible incluir en el analisis las muestras obtenidas del dia 14
debido a la baja cantidad de muestras que no permite realizar un analisis estadistico confiable.
De esta forma se muestran los genes que se mantuvieron sobreexpresados o subexpresados
en los pacientes hospitalizados con COVID-19 a lo largo de los tres tiempos analizados, al
dia 0, 3 y 7 de hospitalizacion, estableciendo una firma de genes caracteristicos de la
enfermedad COVID-19 con un patrén de expresion diferencial en la cohorte de pacientes

estudiados.

Tabla 7. Genes diferencialmente expresados en
pacientes hospitalizados con COVID-19 en
comparacion con controles sanos

Genes
Genes sobreexpresados
subexpresados
CASP8 CD86
CCL5 CTSS
CHUK IRF5
CXCL11 MEFV
FOS TLR8
IFNA1 TRADD
IFNA2
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IFNB1
IL12B
MAP2K1
MAP2K3
MAPK14
MAPK3
PYDC1
RELA
SPP1

TRAF3
Se muestran los genes que resultaron significativamente distintos (p<0.05) entre el grupo de
controles y pacientes hospitalizados con COVID-19 a lo largo de los tres tiempos evaluados.
Los datos fueron analizados con Prueba t de Student o U de Mann-Whitney, segun fue el
caso. N de pacientes=20, N de controles=22.

6.4 Evaluacion de la expresion diferencial de genes de respuesta antiviral en PBMC de
pacientes hospitalizados sobrevivientes y fallecidos con COVID-19

Posteriormente, se llevé a cabo un andlisis estadistico considerando los datos obtenidos de
expresion génica de los 84 genes de interés en respuesta antiviral entre el grupo de pacientes
hospitalizados con COVID-19 que sobrevivieron a la enfermedad en comparacion con
quienes no sobrevivieron. La normalizacion de la expresion de los genes de cada grupo de
pacientes se obtuvo con base en la expresion de un grupo control de un rango de edad +11
afios, para asi conseguir el 2 22 con lo que se obtuvieron los genes diferencialmente
expresados, ya sea sobreexpresados o subexpresados entre pacientes con COVID-19
sobrevivientes y fallecidos a lo largo del dia 0, 3 'y 7 de hospitalizacion. De este analisis se
obtuvieron 13 genes que mostraron una diferencia en la expresion entre el grupo de pacientes
sobrevivientes y fallecidos. Dos genes se encontraron diferencialmente expresados entre
sobrevivientes y fallecidos de COVID-19 al dia de ingreso hospitalario, mientras que 11
genes se encontraron diferencialmente expresados entre estos grupos al dia 7 de
hospitalizacion. No se observaron diferencias en la expresion de los 84 genes de interés entre
el grupo de sobrevivientes y fallecidos al dia de hospitalizacion 3 y no se pudo realizar el
analisis al dia 14, debido al escaso nimero de muestras en este tiempo, que no permite realizar

un analisis estadistico confiable.
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Figura 6. Genes diferencialmente expresados entre el grupo de pacientes sobrevivientes
y fallecidos con COVID-19 al ingreso hospitalario. Los valores obtenidos de la
normalizacion de la expresion génica se compararon entre los dos grupos de pacientes con
COVID-19. Se muestra media y desviacion estandar cuando los datos tuvieron distribucion
normal y se pudo realizar Prueba t de Student. Se muestra sélo la mediana cuando los datos
tuvieron distribucion no paramétrica y se realiz Prueba de U de Mann-Whitney, *p<0.05, N
de sobrevivientes=11, N de fallecidos=9.
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Figura 7. Genes diferencialmente expresados entre el grupo de pacientes sobrevivientes
y fallecidos con COVID-19 al dia 7 de hospitalizacion. Los valores obtenidos de la
normalizacion de la expresion genica se compararon entre los dos grupos de pacientes con
COVID-19. Se muestra media y desviacion estandar cuando los datos tuvieron distribucion
normal y se pudo realizar Prueba t de Student. Se muestra sélo la mediana cuando los datos
tuvieron distribucion no paramétrica y se realizé Prueba de U de Mann-Whitney, *p<0.05, N
de sobrevivientes=7, N de fallecidos=9.

6.4 Cinéticas de la expresion de genes de respuesta antiviral diferencialmente
expresados en PBMC de pacientes hospitalizados sobrevivientes y fallecidos con
COVID-19

Por otro lado, se analiz6 también la cinética de los trece genes que resultaron
diferencialmente expresados entre el grupo de pacientes sobrevivientes y fallecidos con
COVID-19. La normalizacién de la expresion de los genes de cada grupo de pacientes se
obtuvo con base en la expresion de un grupo control de un rango de edad +11 afios, para asi
conseguir el 2 24t con lo que se obtuvieron los genes diferencialmente expresados, ya sea
sobreexpresados o subexpresados entre pacientes con COVID-19 sobrevivientes y fallecidos
a lo largo del dia 0, 3 y 7 de hospitalizacion. Con lo anterior se comparo la expresion génica
dentro de cada grupo al dia 0, 3 y 7 de hospitalizacion. No se realizé comparacion con el dia
14 de hospitalizacion debido al bajo nimero de muestras obtenidas que no permite realizar
un analisis estadistico confiable, sin embargo, se representa en las gréaficas el valor obtenido
como mediana para cada grupo de pacientes.
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Figura 8. Cinéticas de expresion de los genes diferencialmente expresados entre el
grupo de pacientes sobrevivientes y fallecidos con COVID-19 a lo largo de los cuatro
tiempos de hospitalizacion evaluados. Los valores obtenidos de la normalizacion de la
expresion génica se compararon dentro de cada grupo de pacientes con COVID-19 en cada
uno de los tiempos evaluados. Se muestra la mediana de cada grupo para cada uno de los dias
de hospitalizacion evaluados. Se realizd Prueba de los rangos con signo de Wilcoxon,
*p<0.05, **p<0.01, N de sobrevivientes al dia 0 de hospitalizacion=11, al dia 3 de
hospitalizacién=7, al dia 7 de hospitalizacién=8 y al dia 14 de hospitalizacion=3. N de
fallecidos al dia 0 de hospitalizacion=9, al dia 3 de hospitalizacion= 9, al dia 7 de
hospitalizacién= 7 y al dia 14 de hospitalizacién 1.

6.4 Evaluacion de la expresion diferencial de genes de respuesta antiviral en PBMC de
pacientes hospitalizados sobrevivientes y fallecidos con COVID-19 en etapas

tempranas de la hospitalizacion

Debido a que era de nuestro interés identificar genes diferencialmente expresados en etapas
tempranas de la hospitalizacion de los pacientes con COVID-19, se llevé a cabo un analisis
de normalizacion de la expresion tomando en cuenta el dia de ingreso de cada paciente como
el control para normalizar la expresion del dia 3 de hospitalizacion para cada paciente con
COVID-19, de esta forma se obtuvo el 2 ¢ con lo que se obtuvieron los genes
diferencialmente expresados, ya sea sobreexpresados o subexpresados entre pacientes con
COVID-19 sobrevivientes y fallecidos al dia 3 de hospitalizacion. Posteriormente se realizo

un andlisis estadistico, donde se encontraron siete genes diferencialmente expresados al dia
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3 de hospitalizacion entre el grupo de pacientes hospitalizados sobrevivientes en

comparacion con los pacientes fallecidos con respecto al dia de ingreso hospitalario.
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Figura 9. Genes diferencialmente expresados entre el grupo de pacientes sobrevivientes
y fallecidos con COVID-19 al dia 3 de hospitalizacion, cuando se normaliza la expresion
con respecto al dia de ingreso hospitalario. Se normaliz6 la expresion génica del grupo de
pacientes sobrevivientes y fallecidos al dia 3 de hospitalizacion contra el dia de ingreso
hospitalario. Se muestran los genes que resultaron diferencialmente expresados entre el grupo
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de pacientes sobrevivientes y fallecidos con COVID-19. Se muestra media y desviacion
estandar cuando los datos tuvieron distribucion normal y se pudo realizar Prueba t de Student.
Se muestra solo la mediana cuando los datos tuvieron distribucion no paramétrica y se realizo
Prueba de U de Mann-Whitney, *p<0.05, **p<0.01, N de sobrevivientes=7, N de
fallecidos=9.

6.4 Evaluacion de las concentraciones de citocinas en suero involucradas en el proceso

inflamatorio de pacientes hospitalizados sobrevivientes y fallecidos con COVID-19

Se analizaron las concentraciones encontradas de las diez citocinas evaluadas en el suero de
los pacientes hospitalizados con COVID-19 al dia 0,3 y 7 de hospitalizacion, realizando una
comparacion entre pacientes sobrevivientes y fallecidos. Una vez mas, no fue posible llevar
a cabo analisis con los datos obtenidos al dia 14 de hospitalizacion debido al bajo nimero de
muestras obtenidas. Se encontrd que de las diez citocinas evaluadas: IL-1p, IL-2, IL-4, IL-6,
IL-8, IL-10, IL-13, IFN-a2, IFN-y y TNF-a; solamente una citocina muestra diferencia en la
concentracion detectada entre el grupo de sobrevivientes y fallecidos, IL-10 en el dia 7 de
hospitalizacién. A continuacion, se muestra la gréafica que representa esta diferencia en la
concentracion encontrada en suero, asi como la cinética de la concentracion de esta citocina
en los dos grupos de pacientes con COVID-19 a lo largo de los cuatro tiempos de
hospitalizacion.
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Figura 10. Concentracién de citocina IL-10 entre el grupo de pacientes sobrevivientes
y fallecidos con COVID-19 al dia 7 de hospitalizacion. Se midi6 la concentracion en suero
de IL-10 en los grupos de pacientes sobrevivientes y fallecidos con COVID-19 al dia 7 de
hospitalizacién. Se muestra la mediana de cada grupo, se realiz6 Prueba de U de Mann-
Whitney, *p<0.05, N de sobrevivientes=6, N de fallecidos=9.
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Figura 11. Cinética de la concentracion de la citocina IL-10 encontrada en el grupo de
pacientes sobrevivientes y fallecidos con COVID-19 a lo largo de los cuatro tiempos de
hospitalizacion evaluados. Se muestra la mediana de la concentracion detectada de IL-10
en cada grupo para cada uno de los dias de hospitalizacion evaluados. Se realizé Prueba de
los rangos con signo de Wilcoxon, N de sobrevivientes al dia 0 de hospitalizacion=9, al dia
3 de hospitalizacion=6, al dia 7 de hospitalizacion=6 y al dia 14 de hospitalizacion=2. N de
fallecidos al dia 0 de hospitalizacion=12, al dia 3 de hospitalizacion= 12, al dia 7 de
hospitalizacion= 9 y al dia 14 de hospitalizacion 1.

6.4 Evaluacion de las concentraciones de citocinas en suero involucradas en el proceso
inflamatorio de pacientes hospitalizados con COVID-19 en comparacién con controles
sanos
Se analizaron las concentraciones obtenidas de las diez citocinas evaluadas: I1L-1p, IL-2, IL-
4, IL-6, IL-8, IL-10, IL-13, IFN-a2, IFN-y y TNF-a; entre el grupo de controles sanos a un
unico tiempo, asi como en los pacientes hospitalizados con COVID-19 sobrevivientes y
fallecidos a los dias 0, 3 y 7 de hospitalizacion. A continuacion, se muestran las citocinas que
mostraron al menos una diferencia significativa entre alguno de los grupos para al menos un

tiempo evaluado.
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Figura 12. Concentracion de las citocinas que mostraron una diferencia entre grupos
de pacientes hospitalizados con COVID-19 y controles sanos al dia 0, 3 y 7 de
hospitalizacién. Se midio la concentracidn en suero de diez citocinas involucradas en el
proceso inflamatorio: I1L-1p, IL-2, IL-4, IL-6, IL-8, IL-10, IL-13, IFN-a2, IFN-y y TNF-a,
de éstas citocinas s6lo ocho mostraron diferencias significativas entre alguno de los tres
grupos evaluados, a alguno de los tres tiempos evaluados. Se muestran aquellas citocinas que
mostraron al menos una diferencia significativa entre dos grupos, se observa con una linea la
mediana de cada grupo y la diferencia significativa obtenida mediante la Prueba de Kruskal-
Wallis, *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001. En todas las citocinas evaluadas la N de
sobrevivientes al dia 0 de hospitalizacion = 9, al dia 3 de hospitalizacion = 6 y al dia 7 de
hospitalizacién = 6, mientras que la N de fallecidos al dia 0 de hospitalizacién = 12, al dia 3
de hospitalizacion = 12 y al dia 7 de hospitalizacion = 9. N de controles = 11 (IFN-a2), 14
(IFN-y), 12 (IL-1B), 5 (IL-2), 11 (I1L-4), 27 (IL-8), 20 (1L-10), 22 (IL-13).
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6.5 Analisis de datos demograéficos y clinicos de pacientes hospitalizados

sobrevivientes y fallecidos con COVID-19

Una vez realizados los analisis correspondientes a la expresion de genes de respuesta antiviral

y la evaluacion de citocinas en suero involucradas en el proceso inflamatorio de COVID-19,

se procedio a realizar un analisis involucrando los hallazgos encontrados en este estudio y

las variables clinicas recopiladas durante la estancia hospitalaria de los pacientes de esta

cohorte. Se realizaron analisis estadisticos dependiendo de si las variables eran de tipo

discretas o continuas, por lo que a continuacion, se muestran algunas de las variables

representativas evaluadas y los casos en los que se encontré una diferencia significativa o

dependencia entre las variables, segun sea el caso.

Tabla 8. Analisis de datos demograficos y clinicos de los pacientes hospitalizados
sobrevivientes y fallecidos con COVID-19

Sobrevivientes Valor de

N=24 (N=11) Fallecidos (N=13) p
Sexo
Mujeres 10 (41.7%) 6 (54.5%) 4 (30.8%) 0.043 &*
Hombres 14 (58.3%) 5 (45.5%) 9 (69.2%)
Edad
21a3l 4 (16.7%) 3 (27.3%) 1 (7.7%) 0.166 2
32a4l1 0 0 0
42 a51 5 (20.8%) 3 (27.3%) 2 (15.4%)
52 a6l 5 (20.8%) 3 (27.3%) 2 (15.4%)
62a71 5 (20.8%) 2 (18.2%) 3 (23%)
72 a8l 5 (20.8%) 0 5 (38.5%)
Dias de inicio de sintomas
0-4 3 (12.5%) 1(9.1%) 2 (15.4%) 0.824°2
5-8 15 (62.5%) 7 (63.6%) 8 (61.5%)
9-12 3 (12.5%) 2 (18.2%) 1 (7.7%)
13-16 3 (12.5%) 1(9.1%) 2 (15.4%)
Comorbilidades
Obesidad 8 (33.3%) 2 (18.2%) 6 (46.1%) 0.1482
Diabetes 11 (45.8%) 5 (45.5%) 6 (46.1%) 0.9732
Hipertension 12 (50%) 4 (36.4%) 8 (61.5%) 0.219%
ERC 3 (12.5%) 0 3 (23%) 0.089 2
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Inmunosupresion 1 (4.2%) 0 1 (7.7%) 0.3472

Cancer 1 (4.2%) 0 1(7.7%) 0.347 2

Cardiopatia 2 (8.3%) 0 2 (15.4%) 0.1742

Variables al ingreso

hospitalario

Linfocitos 24 0.88 10%/ul 1.07 103/l 0.543

Leucocitos 24 7.4 10%/ul 7.3 10%/ul 0.487

Plaquetas 24 256 103/l 176 10%/pl 0.068

Creatinina 24 0.9 mg/dl 1.6 mg/dl 0.036 *

AST 24 56 U/l 55 U/l 0.908

ALT 24 45 U/ 23 U/l 0.098

Troponina 22 5 ng/ml 13.7 ng/ml 0.085

IgG SARS-CoV- 9 positivos 2 positivos

2 (37.5%) 7 positivos (63.6%) (15.38%) 0.030 &*

PSI

2 11 (45.8%) 9 (81.8%) 2 (15.38%) 0.012 &*

3 3 (12.5%) 0 3 (23%)

4 6 (25%) 1(9.1%) 5 (38.5%)

5 4 (16.7%) 1(9.1%) 3 (23%)

Tratamiento

Esteroides 7 (29.2%) 5 (45.5%) 2 (15.38%) 0.074 2

Plasmaféresis 16 (66.7%) 8 (72.7%) 8 (61.5%) 0.562 2

02 Alto flujo 12 (50%) 4 (36.4%) 8 (61.5%) 0.211°

VMI 14 (58.3%) 5 (45.5%) 9 (69.2%) 0.239 2

UCI 17 (70.8%) 7 (63.6%) 10 (76.9%) 0.476 @

Hemodialisis 9 (37.5%) 1(9.1%) 8 (61.5%) 0.018 &*

Sobreinfeccion 4 (16.7%) 2 (18.2%) 2 (15.38%) 0.840?

Citocina diferencialmente expresada

IL-10 t7 15 4.28 pg/ml 12.42 pg/ml 0.045 *

Sobrevivientes Valor de

N=20 (N=11) Fallecidos (N=9) p

Genes diferencialmente expresados

MX1 t0

0 6 (30%) 4 (36.4%) 2 (22.2%) 0.459 @

1 1 (5%) 1(9.1%) 0

2 13 (65%) 6 (54.5%) 7 (77.8%)
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OAS2 10

0
1
2
CD86 t7

0
1
2
CXCL9 t7

0
1
2
DHX58 t7

0
1
2
FADD t7

0
1
2
IFNA1 t7

0
1
2
IFNA2 t7

0
1
2
IL12B t7

0
1
2
NOD2 t7

0
1
2
PYDC1 t7

0
1
2
RIPK1 t7

9 (45%)
1 (5%)
10 (50%)

13 (65%)
7 (35%)
0

8 (40%)
3 (15%)
9 (45%)

9 (45%)
3 (15%)
8 (40%)

13 (65%)
6 (30%)
1 (5%)

5 (25%)
0
15 (75%)

5 (25%)
0
15 (75%)

5 (25%)
0
15 (75%)

14 (70%)
2 (10%)
4 (20%)

8 (40%)
2 (10%)
10 (50%)

7 (63.6%)
1 (9.1%)
3 (27.3%)

10 (90.9%)
1 (9.1%)
0

6 (54.5%)
2 (18.2%)
3 (27.3%)

5 (45.5%)
3 (27.3%)
3 (27.3%)

6 (54.5%)
5 (45.5%)
0

3 (27.3%)
0
8 (72.7%)

3 (27.3%)
0
8 (72.7%)

3 (27.3%)
0
8 (72.7%)

9 (81.8%)
2 (18.2%)
0

5 (45.5%)
2 (18.29%)
4 (36.4%)

2 (22.2%)
0
7 (77.8%)

3 (33.3%)
6 (66.7%)
0

2 (22.2%)
1 (11.1%)
6 (66.7%)

4 (44.4%)
0
5 (55.6%)

7 (77.8%)
1(11.1%)
1 (11.1%)

2 (22.2%)
0
7 (77.8%)

2 (22.2%)
0
7 (77.8%)

2 (22.2%)
0
7 (77.8%)

5 (55.6%)
0
4 (44.4%)

3 (33.3%)
0
6 (66.7%)

0.073%

0.007 &*

0.205°

0.179¢

0.167°2

0.795¢

0.795%

0.795¢

0.030 **

0.256 @
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0 15 (75%)
1 4 (20%)
2 1 (5%)
TRAF6 t7

0 11 (55%)
1 6 (30%)
2 3 (15%)

8 (72.7%)
3 (27.3%)
0

6 (54.5%)
5 (45.5%)
0

7 (77.8%)
1(11.1%)
1(11.1%)

5 (55.6%)
1(11.1%)
3 (33.3%)

0.390 ¢

0.060 ®

Los datos corresponden al nimero de casos correspondientes o medianas de cada variable
cuantitativa. Los valores de 0, 1 a 2 en cada gen corresponden a sin cambios, subexpresado
y sobreexpresado respectivamente. 0>0.5 y <2 nimero de veces de expresion génica, 1<0.5
nimero de veces de expresion génica y 2>2 numero de veces de expresion génica. Los
valores de p se obtuvieron mediante Prueba de U de Mann Whitney.  Los valores de p se
obtuvieron mediante chi cuadrada, * p<0.05.
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7. DISCUSION

La enfermedad causada por SARS-CoV-2, COVID-19, es una enfermedad gue en la mayoria
de los casos se resuelve de manera exitosa, sin embargo, en el 20 % de los pacientes se
desarrollan casos severos de esta enfermedad (2,110). Es en estos casos donde pueden ocurrir
complicaciones fatales como: el sindrome de dificultad respiratoria aguda, el sindrome de
disfuncion multiorganica, el sindrome de respuesta inflamatoria sistémica, el dafio hepatico
agudo y la hipoxemia (2,147). El lograr identificar a los pacientes que ingresan al hospital y
que tienen probabilidad de desarrollar casos severos de COVID-19, permitiria al personal
médico el tomar decisiones oportunas respecto a qué pacientes deben ser hospitalizados y
monitoreados de manera estrecha y qué pacientes pueden incluso ser dados de alta con

acompariamiento desde casa.

En México se han llevado a cabo algunos estudios para determinar los factores de riesgo que
pueden predecir la severidad de COVID-19 en pacientes hospitalizados, en este sentido, en
un estudio realizado en un hospital de México con 800 pacientes ingresados por COVID-19,
se encontrd que el 45% de los pacientes que fallecieron requerian admision a unidad de
cuidados intensivos pero no lo recibieron debido a la falta de disponibilidad de camas (148).
En esta cohorte estudiada se reporté que la principal causa de muerte en pacientes que no
tuvieron disponibilidad a una cama en unidad de cuidados intensivos fue el sindrome de
dificultad respiratoria aguda, mientras que en los pacientes que fallecieron y si tuvieron
acceso a la atencion médica completa, las principales causas de muerte fueron: el choque
séptico, seguido del sindrome de la dificultad respiratoria aguda. Los principales factores de
riesgo asociados a la muerte por COVID-19 en pacientes mexicanos han sido: el sexo
masculino, la presencia de alguna comorbilidad, especificamente la obesidad y una
saturacion de oxigeno <80% al momento de la admision hospitalaria (148-151).

Debido a la importancia de actuar a tiempo y de no saturar las instalaciones hospitalarias para
tenerlas disponibles para los pacientes que asi lo requieran, es necesaria la busqueda de
biomarcadores de pronostico que sean rapidos y de facil obtencién al ingreso hospitalario,
esto permitira el manejo adecuado del tratamiento que deben recibir los pacientes con
COVID-19 severo (152). En este sentido, nuestro trabajo se enfoco en la busqueda de

biomarcadores de expresion génica asociada a la respuesta inmune innata antiviral. Cabe
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sefialar que en nuestra cohorte de pacientes la mayoria (63.6%) ingresaron al hospital al dia
5 a 8 de inicio de los sintomas, el 27.2% al dia 0 a 12 de inicio de los sintomas y la minoria
(9.1%) al dia 13 a 16 desde el inicio de los sintomas. Nosotros encontramos un grupo de
genes que muestran un aumento en la expresion de las PBMC provenientes de pacientes
hospitalizados con COVID-19 en comparacion con controles sanos, estos fueron: CASP8,
CCL5, CHUK, CXCL11, FOS, IFNAL, IFNA2, IFNB1, 1L12B, MAP2K1, MAP2KS,
MAPK14, MAPK3 PYDC1, RELA, SPP1y TRAF3. Mientras que se encontré disminuida
la expresion de los siguientes genes: CD86, CTSS, IRF5, MEFV, TLR8 y TRADD. Estos
genes se ven regulados en las PBMC de los pacientes con COVID-19 de la cohorte evaluada
alo largo de la hospitalizacion, por lo que podria representar una firma génica de la infeccion
por SARS-CoV-2. Estudios previos en poblaciones distintas a la mexicana han reportado en
general el involucramiento de genes asociados a una hiperactivacion de células mieloides,
activacion de la via de inflamacion NF-xB y de IFN Tipo I, lo cual concuerda con la firma

génica de nuestra cohorte de pacientes hospitalizados con COVID-19 (153-155).

No obstante, para la busqueda de biomarcadores que permitan el pronostico de pacientes que
presentaran un cuadro severo de COVID-19, identificamos aquellos genes que presentaban
expresion diferencial entre el grupo de pacientes sobrevivientes y fallecidos con COVID-19.
En esta comparacion encontramos un aumento diferencial en la expresion de los genes MX1
y OAS2 al dia del ingreso hospitalario en los pacientes que fallecieron, en comparacion con
los que sobrevivieron a la hospitalizacion por COVID-19. Cabe destacar que estos dos genes
son genes estimulados por interferdn, es decir, forman parte de la respuesta de la activacion
de la via de sefalizacion por IFN Tipo | (156,157).

MX1 es un efector antiviral inducido por la via de interferon, es una proteina de tipo GTPasa
que se encuentra en el citoplasma y participa ante la infeccién de otros virus de RNA como
influenza A (157,158). Su funcion antiviral se debe a que es capaz de inhibir la transcripcion
y la traduccion de proteinas virales, aunque se desconocen los mecanismos especificos
mediante los cuales lleva a cabo estas funciones (159,160). Los resultados encontrados en
este trabajo estan de acuerdo con lo reportado previamente por Bizzotto et al., en donde ellos
encontraron que los niveles de expresion de los genes MX1 y MX2 se encontraban

incrementados en pacientes con COVID-19, ademas encontraron que esta expresion se
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correlacionaba de forma positiva con la carga viral y de forma negativa con la edad de los
pacientes. Sin embargo, una limitante del estudio de Bizzotto et al., es que no se tomo en
consideracion la severidad de la enfermedad que presentaban los pacientes con COVID-19
sino que fue sélo un estudio de casos y controles, sujetos con COVID-19 en comparacion
con controles sanos (161). Por otro lado, OAS2 es una proteina que tiene la funcion de
detectar RNA de doble cadena y posteriormente, sintetizar oligoadenilatos que inducen la
dimerizacion y activacion de la ribonucleasa L para la degradacion del genoma viral
(162,163). Nuestros resultados muestran concordancia con estudios que reportan un
incremento de este gen en celulas Calu-3, A549-ACE2 y Huh7 infectadas con el virus SARS-
CoV-2 (164,165). Por lo que, estos resultados demuestran que al ingreso hospitalario de los
pacientes fallecidos existe una sefializacion de IFN | que esta produciendo los llamados genes
de respuesta ante esta via de sefializacion y que estos se encuentran incrementados en los
pacientes que fallecieron en comparacion con los que sobrevivieron a COVID-19. Por lo que
nuestro estudio reporta que la expresion incrementada de MX1 podria ser utilizado como
factor prondstico de COVID-19, como ya ha sido reportado previamente, sin embargo, OAS2

no ha sido previamente propuesto como un factor de pronostico adverso en COVID-19.

En nuestra cohorte de estudio no se encontrd una diferencia significativa en la expresion de
genes de respuesta antiviral al dia 3 de hospitalizacion, sin embargo, se encontraron 11 genes
diferencialmente expresados al dia 7 de hospitalizacion. De acuerdo a estudios reportados,
se ha asociado que en la segunda semana de la enfermedad es cuando ocurre la tormenta de
citocinas que podria provocar las complicaciones como coagulopatias y un estado de
hiperinflamacion (69,166). La mayoria de los pacientes de la cohorte (63.6%) ingresaron al
hospital al dia 5 a 8 de inicio de los sintomas, por lo que se podria sugerir que la mayoria de
los pacientes de la cohorte se encontraban alrededor de la segunda semana de sintomas al dia
7 de hospitalizacion. En este tiempo evaluado se encontraron diferencialmente expresados
los siguientes genes: RIPK1, NOD2, CXCL9, DHX58, PYDCL1, FADD, IFNAL, IFNA2,
IL12B y TRAF6 que se mostraron incrementados en los pacientes fallecidos en comparacion
con los pacientes que sobrevivieron a COVID-19, mientras que CD86 se mostrd disminuido

en los pacientes fallecidos en comparacion con los pacientes sobrevivientes.
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De los genes diferencialmente expresados, dos de ellos son genes de respuesta ante la
activacion de la via de IFN-I: IFNAL e IFNA2 (83,167). Algunos de estos genes codifican
para proteinas encargadas de detectar RNA de cadena sencilla como NOD2 o DHX58 que es
capaz de detectar tanto RNA de cadena tanto doble como sencilla (168,169). Mientras que
otros genes codifican para proteinas que son clave en vias de sefializacion que promueven la
inflamacion, como lo es PYDC1 que participa en la via de NF-xB y RIPK 1, FADD y TRAF6
que participa en la via de TNF (170-173). Otros genes codifican para proteinas que tienen
funcién de citocinas quimioatrayentes como CXCL9 que regula el trafico de linfocitos T e
IL12B que participa como factor de crecimiento para linfocitos T y NK activados (174,175).
Por otro lado, los pacientes que fallecieron presentan un decremento de CD86 que es un gen
que codifica para una proteina coestimuladora de membrana que se expresa en células
presentadoras de antigeno, lo que se podria asociar a una pérdida de esta funcion en las
células mononucleares de pacientes fallecidos (176). La sobreexpresion de NOD2, ya ha sido
reportada asociada a otra infeccion respiratoria, en este caso causada por el virus sincitial
respiratorio (SRV por sus siglas en inglés), en esta infeccion la sobreexpresion de NOD2
junto con la expresion de TLR3 y RIG-I, se ha asociado a una sobreexpresion de citocinas
proinflamatorias (177). Previamente se ha reportado que los neutréfilos infiltrados en
pacientes que fallecieron por COVID-19 severo presentan una alta expresion de la proteina
RIPK1, lo que sugiere la participacion de esta proteina en las vias de necroptosis de
neutréfilos, como ya ha sido reportado en la infeccion respiratoria causada por el SRV
(178,179). También se ha encontrado que los niveles altos de la citocina CXCL9 en suero,
se han asociado como biomarcador de severidad en COVID-19 (180). Los resultados
obtenidos en nuestro estudio estan en concordancia con un estudio que report6 niveles de
expresion incrementados de los genes IFNAL, IFNA2, IL12B, TRAF6 y CXCL9 en células
de sangre periférica de pacientes con COVID-19 leves, moderados, severos y criticos. Sin
embargo, en este mismo estudio se reportd una subexpresion de FADD en pacientes con
COVID-19, mientras que en nuestro estudio no se encontro esta tendencia sino la opuesta, lo
cual puede deberse a que en nuestro estudio la categorizacion de los pacientes no fue por
severidad sino por sobrevivencia a la enfermedad (181,182). Por lo que, en general, los
pacientes que fallecieron por COVID-19 presentaron al dia 7 de hospitalizacion, niveles

incrementados de genes que participan en la respuesta inmune innata antiviral, en la que
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participan linfocitos T, NK y la via de sefializacion NFkB y TNF, asi como un decremento

en la expresion de CD86, proteina involucrada en la presentacién de antigenos.

La busqueda de biomarcadores de pronoéstico requiere de biomoléculas que se puedan
encontrar de forma sencilla y sin précticas invasivas en pacientes que ingresan al hospital o
en etapas tempranas de su hospitalizacion, por lo que se realiz6 un analisis tomando en cuenta
los cambios en la expresion de los genes evaluados al dia 3 de hospitalizacion en relacion al
dia de ingreso hospitalario en cada paciente. Se identificaron siete genes disminuidos en los
pacientes que fallecieron de COVID-19, estos son: CARD9, CCL5, IFNBL1, IL15, IL18 PIN1
y TLR3. Cabe sefialar que nuevamente se tiene un gen estimulado por interferén alterado,
como lo es IFNBL1 el cual codifica para una citocina que sefializa a través del receptor para
IFN Tipo I (160). Por otro lado, se encontraron también disminuidos los genes que codifican
para las citocinas: CCL5 que tiene como funcion la quimio atraccién de monocitos, IL-15
que estimula la proliferacion de linfocitos T e IL-18 que permite la secrecion de IFN-y y la
activacion de linfocitos NK (95,183,184). Mientras que PIN1 codifica para una proteina que
induce cambios conformacionales en proteinas de la via de sefializacién JNK, CARD9 es una
proteina adaptadora en la sefializacion mediante TLR y TLR3 es un receptor que detecta
RNA de doble cadena dentro de la célula (185-188). Nuestros resultados respecto al gen
IFNB1 no estan en concordancia con lo reportado previamente en un estudio que encontro
que la expresidn positiva de transcritos del gen IFNB1 en mucosa nasal podia utilizarse como
factor predictor de la duracion de la estancia en unidad de cuidados intensivos (189). En
nuestro caso se observé un decremento en la expresion de este gen en los pacientes que
presentaron peor pronostico, sin embargo, es importante sefialar que la muestra utilizada en
nuestro estudio fueron PBMC y esa variable puede ser la responsable de la diferencia en la
tendencia de expresion génica observada. También se ha reportado la expresion incrementada
del gen IL15 en células de sangre periférica de pacientes con COVID-19 leve, moderado,
severo y critico, no obstante, como se menciond anteriormente en este estudio la
categorizacion de los pacientes fue distinta y a esto podrian atribuirse las diferencias
observadas (181). Por ultimo, otros estudios han reportado que los niveles elevados de las
citocinas 1L-18 y CCL5 en suero se han asociado a mayor severidad en pacientes con
COVID-19, en este caso la expresion elevada de estas proteinas podria deberse a que otras

células son las responsables de su secrecion y no las PBMC recuperadas en nuestro estudio,

62



sin embargo hacen falta experimentos para poder corroborar esta hipdtesis (190,191). Por lo
que, se demostrd que distintos genes que codifican para proteinas involucradas en una
respuesta inmune exitosa se encuentran disminuidos en los pacientes que fallecieron por
COVID-19, esto en relacion al nivel de expresion que presentaban al dia de ingreso

hospitalario y posteriormente al tercer dia de su estancia en el hospital.

Otro de los biomarcadores por excelencia para la deteccion de factores de prondstico para
algunas enfermedades es la identificacion y cuantificacion de citocinas en el suero o en el
plasma de pacientes (192). En el caso de COVID-19 se han reportado ya algunas citocinas
en suero que pueden servir para prediccion de severidad en los pacientes (193). En un estudio
en pacientes hospitalizados con COVID-19 en México, se encontr6 que los niveles de I1L-6
podian predecir la no sobrevivencia de los pacientes (194). En nuestro estudio no
encontramos esta asociacion con IL-6, de hecho, no se encontraron diferencias significativas
en esta citocina con ninguno de los tres grupos a lo largo del tiempo evaluado. Esto podria
deberse al bajo numero de muestras obtenidas que no permitié corroborar esa diferencia
especifica, seria necesario llevar a cabo un estudio con un mayor nimero de muestras para
observar si se corrobora esa tendencia reportada previamente para IL-6. Sin embargo, se
encontrd una diferencia significativa en la concentracion de 1L-10 al dia 7 de hospitalizacion,
los pacientes que fallecieron por COVID-19 reportaron niveles mas elevados de esta citocina
en comparacion con los sobrevivientes, lo cual corresponde con lo que ha sido reportado por
distintos estudios realizados en otras poblaciones donde se propone a IL-10 como un
biomarcador de prondstico de severidad en pacientes con COVID-19 (2,155,195,196). Se ha
sugerido que después de la infeccion por SARS-CoV-2 ocurre una induccién temprana de
IL-10, que promueve sus efectos anti inflamatorios en un ambiente sumamente pro
inflamatorio, no obstante, estos niveles tan altos podrian amplificar la sepsis que
frecuentemente se ve en los pacientes con COVID-19 severo, por lo que se han propuesto
inhibidores de esta citocina para el tratamiento de casos severos de esta enfermedad (197).

Desde el inicio de la pandemia por COVID-19 ha habido un esfuerzo global por la
identificacion de factores de pronostico de severidad para los pacientes (2). En ese sentido,
se han reportado una serie de factores de pronostico que determinan a un paciente como

severo, un metaanalisis que ha considerado los estudios publicados al respecto encontré que
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los factores predictores de severidad con evidencia que proporciona una alta certeza, son:
mayor edad, sexo masculino, tabaquismo, presencia de al menos una comorbilidad, diabetes,
obesidad, dafio al miocardio y concentraciéon alta de proteina C reactiva (198,199). En
concordancia con lo anterior, nosotros encontramos una relacion de dependencia por medio
de chi cuadrada, entre el fallecimiento de los pacientes y el sexo masculino, asi como con
niveles més altos en la escala PSI por sus siglas en inglés (Pneumonia Severity Index), que
evalla el indice de severidad de neumonia, en donde valores mas altos se asocian a mayor
gravedad. También, se encontrd una dependencia entre el fallecimiento y el haber recibido
hemodialisis, el ser negativo para IgG contra SARS-CoV-2, asi como la subexpresion de
CD86 y la sobreexpresion de NOD2 al dia 7 de hospitalizacion, respectivamente. Con
respecto a las variables cuantitativas de este estudio, se encontré una mayor concentracion
de creatinina al ingreso hospitalario en los pacientes que fallecieron, asi como una mayor
concentracion de IL-10 al dia 7 de hospitalizacion, en comparacion con los pacientes que
sobrevivieron. Por otro lado, en nuestra cohorte no se report6 una diferencia significativa
entre los pacientes sobrevivientes y fallecidos con COVID-19 de acuerdo a la edad que
presentaban o con alguna de las comorbilidades reportadas, esto se puede deber al bajo

namero de sujetos involucrados en el estudio.

Cabe destacar que ya se ha reportado previamente que el sexo masculino es un factor de
riesgo para desarrollar COVID-19 severo, un metaanalisis publicado menciona que los
hombres con COVID-19 tienen 2.84 veces mas probabilidad de ingresar a unidad de cuidados
intensivos y 1.39 veces mas probabilidad de morir por esta enfermedad, en comparacion con
las mujeres con COVID-19 (200). Lo anterior se puede explicar debido a que las mujeres
presentan diferencias en la capacidad de respuesta inmune, tanto innata como adaptativa, ya
que se ha reportado que en las mujeres se tiene una mayor cantidad de linfocitos T CD4+,
mayor actividad de linfocitos T CD8+ y mayor produccién de inmunoglobulinas, en
comparacion con los hombres (201-203). Con respecto a la escala PSI se obtuvo un efecto
asociado a lo esperado, ya que esta escala ya habia sido recomendada para su uso en pacientes
con COVID-19 (204). De igual forma la relacion entre ser negativo para IgG contra SARS-
CoV-2 y el fallecimiento, destaca la importancia de la respuesta inmune adaptativa en la
resolucion de la enfermedad (205). Por otro lado, lo encontrado respecto a la hemodialisis y

los niveles elevados de creatinina en pacientes fallecidos, confirma que los pacientes con
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COVID-19 pueden generar dafio renal y éste es un factor de riesgo para presentar un peor
pronostico (206). Para el caso de la plasmaféresis, que en este estudio no mostro una relacion
entre la administracion de este tratamiento y la sobrevivencia, cabe sefialar que en E.U.A. la
FDA aprob6 el uso de anticuerpos contra SARS-CoV-2 provenientes de sujetos
convalecientes siempre y cuando sean titulos virales altos (>18.45 de unidades relativas de
fluorescencia) ya que se ha observado que la administracion de estos en etapas tempranas de
la enfermedad reduce la mortalidad en pacientes hospitalizados con COVID-19 que no
recibieron ventilacion mecéanica (207,208). En México también se utiliza como terapia la
administracion de anticuerpos de sujetos convalecientes de COVID-19, aunque no se ha
obtenido la evidencia suficiente que compruebe su eficacia terapéutica, en parte por la
variabilidad con respecto a los titulos de anticuerpos que son administrados y a que no se
Ilevan a cabo ensayos que evallen la capacidad neutralizante de los anticuerpos (209). Por
ultimo, la relacion entre los pacientes fallecidos y la sobreexpresion de NOD2 y subexpresion
de CD86, sefiala una sobre activacion inmune por parte de NOD2 y su participacion en la via
de NF-xB, asi como un déficit en la capacidad de presentar antigeno por parte de las células
encargadas de esta funcidn, que a su vez permiten de esta manera la activacion de células T
(168,176).

Con base en los resultados obtenidos en este estudio, nosotros sugerimos tomar en cuenta los
factores determinados como asociados a los pacientes fallecidos por COVID-19, para llevar
a cabo un estudio que involucre una cohorte con una mayor cantidad de sujetos en
condiciones de hospitalizacion en México, donde se puedan asociar con mayor evidencia
factores de prondstico para COVID-19 severo. El tener factores de pronostico puede ser de
gran ayuda para el manejo oportuno de pacientes con enfermedad severa y puede permitir el
optimizar los recursos y las camas que se tienen en el area de cuidados intensivos de cada
hospital, de esta forma se asegura la disponibilidad de los recursos hospitalarios

especificamente para los pacientes que asi lo requieran.
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8. CONCLUSIONES

Se encontro una firma génica en las PBMC de los pacientes hospitalizados con
COVID-19, en donde CASP8, CCL5, CHUK, CXCL11, FOS, IFNA1, IFNA2,
IFNB1, IL12B, MAP2K1, MAP2K3, MAPK14, MAPK3 PYDC1, RELA, SPP1 y
TRAF3 se encontraron incrementados, mientras que CD86, CTSS, IRF5, MEFV,
TLR8 y TRADD se encontraron disminuidos.

La expresion de los genes MX1 y OAS2 al dia del ingreso hospitalario se encontrd
incrementada en las PBMC de los pacientes que fallecieron, en comparacion con los
que sobrevivieron a la hospitalizacion por COVID-19.

. Al dia 7 de hospitalizacion se encontraron incrementados los genes RIPK1, NOD2,
CXCL9, DHX58, PYDC1, FADD, IFNAL, IFNA2, IL12B y TRAF6, mientras que
CD86 se encontrd disminuido en las PBMC de pacientes que fallecieron con COVID-
19.

Se encontraron disminuidos los genes: CARD9, CCL5, IFNB1, IL15, IL18 PIN1 y
TLR3 en las PBMC de pacientes fallecidos con COVID-19 al tercer dia de
hospitalizacién en comparacion con el dia de ingreso hospitalario.

Se encontré incrementada la concentracion de IL-10 en suero al dia 7 de
hospitalizacién en los pacientes fallecidos por COVID-19 en comparacion con los
sobrevivientes.

Los pacientes fallecidos mostraron niveles més altos de creatinina al ingreso
hospitalario. Asi mismo, se encontré una relacion de dependencia entre el
fallecimiento de los pacientes y el sexo masculino, el haber recibido hemodialisis, el
presentar niveles mas altos en la escala PSI, el ser negativo para IgG contra SARS-
CoV-2, asi como la subexpresion de CD86 y la sobreexpresion de NOD2 al dia 7 de
hospitalizacion, respectivamente.

En nuestra cohorte no se reportd una diferencia significativa entre los pacientes
sobrevivientes y fallecidos con COVID-19 de acuerdo con la edad o la comorbilidad

presentada.
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