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RESUMEN

Introduccion. ElI COVID19 se caracteriza por presentar diferentes grados de severidad
probablemente asociados a una disminucion de la respuesta de interferon, asi como un
aumento de los marcadores proinflamatorios y de muerte celular. El objetivo de este
estudio fue evaluar la expresion de los receptores de ADN IFI16, AIM2, via cGAS-STING
y NLRP3 en pacientes con COVID19 por gPCR. Resultados. Se conto con 13 pacientes
de con sintomas y prueba para SARS-CoV-2 positiva y 12 sujetos aparentemente sanos.
Se observé un aumento en la expresion de NLRP3, IFI16, NF-kB y la relacion IFI16 /
AIM2 en pacientes con COVID19 leve en comparacion con controles sanos, mientras
gue los que presentaban sintomas graves mostraron una expresion disminuida de AIM2,
STING, IFI16, NF-kB y la relacion IFI16/AIM2 en comparacion con los pacientes con
COVID19 leve. Se encontr6 una correlacion directa entre AIM2 y cGAS y ASC, una
correlacion directa de IFI16 y NLRP3, STING, NF-kB y LDH, asi como una correlacion
directa de STING y NF-kB en el grupo de control. En pacientes COVID19 con sintomas
leves, una correlacion directa de IFI16 y cGAS con NF-kB, y se detecté una correlacion
directa entre AIM2 y STING. En pacientes con COVID19 severo, una correlacion directa
entre IFI16 con AIM2, cGAS, STING y NF-kB, asi como IFI16, STING y NF-kB se
correlacionaron inversamente con ASC. Conclusiones. En pacientes con COVID19 con
sintomas leves, una mayor expresion de NLRP3, IFI16 y NF-kB podria implicar una
adecuada respuesta del sistema inmunolégico, mientras que la expresion disminuida de
AIM2, IFI16, STING y NF-kB en pacientes con COVID19 con los sintomas severos

podrian resultar en respuestas antivirales y antiinflamatorias inadecuadas.
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ABSTRACT

Introduction. COVID19 is characterized by presenting different degrees of severity likely
associated with a decreased interferon response, as well as increased markers of pro-
inflammatory and cell death. The purpose of this study was to evaluate the expression of
the DNA receptors IFI16, AIM2, cGAS-STING pathway and NLRP3 in patients with
COVID19. The expression of IFI16, AIM2, cGAS-STING, NLRP3, ASC, and NF-kB was
determined by qPCR. Results. A higher expression of NLRP3, IFI16, NF-kB, and the
IF116/AIM2 ratio in patients with mild COVID19 compared to healthy controls, while those
with severe symptoms showed a diminished expression of AIM2, STING, IFI16, NF-kB
and the IFI16/AIM2 ratio compared to patients with mild COVID19 disease. COVID19.
We observed a direct correlation between AIM2 and cGAS and ASC, a direct correlation
of IFI16 and NLRP3, STING, NF-kB and LDH, as well as a direct correlation of STING
and NF-kB in the control group. In COVID19 patients with mild symptoms, a direct
correlation of IFI16 and cGAS with NF-kB, and a direct correlation between AIM2 and
STING was detected. In severe COVID19 patients, a direct correlation between IFI116 with
AIM2, cGAS, STING and NF-kB as well as IFI16, STING and NF-kB were inversely
correlated with ASC. Conclusions In COVID19 patients with mild symptoms, increased
expression of NLRP3, IFI16, and NF-kB could imply the appearance of an adequate
immune response, while the diminished expression of AIM2, IFI16, STING, and NF-kB in
COVID19 patients with severe symptoms could result in inadequate antiviral and anti-

inflammatory responses.

Keywords: COVID19, DNA-receptors, severity, IFI16, AIM2

Vii



INDICE

1. INTRODUGCCION. ...ttt s sttt ettt st a st e s et et et esesesessssssasssasasas s st et et asasssesssstnssentatetanas 1
2. JUSTIFICACION ..ottt sttt bbb a et b et bbb a bt e bbb s ae s e b e s s s anasaebeses s nanans 3
3L HIPOTESIS oottt 4
4. OBJETIVIO GENERAL.....oiieeeeeeeeeeeeeeeeeee ettt ettt ettt ettt et et ettt e e et et e e et et e e e e e e e e e e e e e e e e e e er e s e s e s e s eseseseseresereeeseeanes 4
4.1 . OBJETIVOS PARTICULARES ... e 4
5. MATERIALES Y IMETODOS .....vvveeecececeestetetete e eses st et sesesesessssssssssasss st esesesssssesssssssssesesesessssssssanasas 5
5.1 Criterios de iNCIUSION....c...iiiiieeee ettt ettt et e he e st st st et be e s b e e smeesmeeeateeneean 5
5.2 Criterios de exclusion (N0 INCIUSION). ....ceicuiiii ittt e e e e etae e e e eare e e s nbreeesennaeeeean 5
5.3 Criterios de limMiNaCiON. ......coouiiiiiieiee ettt et ettt sabe e sbe e e s b e s bee e sabeesbeeesans 5
5.4 Purificacién de células mononucleares de sangre venosa periférica (PBMC). ......cccccevevveevieercvneennne. 5
5.5 Extraccion del ARN por la técnica de Trizol. ..ooevieeiiciiie e e e 5
5.6 PCR cuantitativa @n tiemMPo Fal. .....ccuueiiiiiiie ettt e e st e e e e aaeeaean 6
5.7 ANALISIS @STAISTICO. .eeutiiuieiiiitee ettt ettt b e s bt she e sttt e b e b e ne e et eaeeeeean 7
6. RESULTADOS ..ottt ettt ettt et st st st et e s bt e sae e st e s bt e bt e bt e s me e s et e e an e et e e nbeesheesenesanesaneeaneennes 7
6.1 Caracteristicas de 10S SUJETOS €N ESLUTIOS ....ccivcuiiiiiiiiiie i sere e e s saaeeeeas 7

6.2 Expresion relativa de AIM2, NLRP3, cGAS, STING, IFI16, ASC y NF-kB en pacientes con COVID19

6.3 Expresion relativa de AIM2, NLRP3, cGAS, STING, IFI16, ASC y NF-kB en pacientes graves con

COVIDLO. ..ottt a et a et e e s s et as st st e s an s s s e st an s et snsena et st enssssassaneanensanens 10
7. DISCUSION ...ttt ettt ettt vttt et s st et e s s s s aea e st e s s s s sst et et et s nssaetesesesnsnantesesasnanans 12
8. CONCLUSIONES ......voevveceeeevseesee st sstssae s tes st es s s sessssssessas s sssssssessessssasssssssessssasasssssssssansensssasssssesananns 15
O.BIBLIOGRAFIA. .......ooveieieeieeee sttt st se st a e s s s s st s e s s s st a e st s s s s s e bt essesas s s aesansnes 15
0. ANEXOS ..ovoeevecvvee sttt es sttt as s s et s ettt ae st s et s s e bt a e s s e s s s et n et a et nae e 21
11, GLOSARIO ... .ecvicvieeeveeeeee e teees e s e e s st s st e st e st sae s e e sas s s s s s s s s e s s e sssssnsesans s sesentenessanaesansanens 34

viii



1. INTRODUCCION

El coronavirus del tipo 2, causante del sindrome respiratorio agudo severo coronavirus
tipo 2 (SARS-CoV-2) es el agente causal de la enfermedad del coronavirus 2019
(COVID19) [1]. La ruta de entrada del SARS-CoV-2 a la célula huésped es mediante el
uso del receptor de la enzima convertidora de angiotensina 2 (ACE2) presente en la
superficie de la membrana de distintos tipos de células [2]. En la mayoria de los casos,
las manifestaciones clinicas de la enfermedad de COVID19 se presenta en formas leves
o asintométicas, mientras que algunos pacientes llegan a desarrollar sintomas
moderados y severos [3]. Actualmente, los factores inmunoldgicos que predisponen el
desarrollo de las formas clinicas graves de la infeccion por SARS-CoV-2 no se conocen
en su totalidad. Sin embargo, se ha observado una mayor concentracion de citocinas
pro-inflamatorias en pacientes con enfermedad grave y moderada en comparacion a
controles sanos [4]. En los casos graves presentan niveles elevados de TNF-a, IL-1 e IL-
6 e IL-8 en suero en comparacioén con pacientes con enfermedad leve [5]. Ademas, la
expresion de IFN-y se observd considerablemente mas baja en células T CD4+ de
pacientes con enfermedad grave que en pacientes con enfermedad moderada. Los
marcadores especificos de piroptosis, como Gasdermina D (GSDMD), lactato
deshidrogenasa (LDH), IL-1RA e IL-18, se pudieron observar elevados en muestras de
pacientes con COVID19 grave en comparacion con aquellos con enfermedad leve o
moderada. Ademas, los niveles de LDH, un marcador de muerte celular se correlacioné
con la gravedad de la enfermedad de COVID19 [6]. Ademas, se ha informado que la
respuesta del interferdn tipo | (IFN) aumenta en pacientes con infeccion leve por SARS-
CoV-2, mientras que disminuye en pacientes con infeccion grave [7, 8]. Del mismo modo,
los pacientes con enfermedad grave mostraron una disminucion en la transcripcion de
genes estimulados por interferén (ISG) y su estado clinico se asocié con la intensidad y
cinética de respuesta a IFN tipo | [9]. Ademas, los pacientes con COVID19 que presentan
enfermedad leve a moderada tienen un mayor grado de expresion de genes que
codifican proteinas implicadas en las respuestas de tipo | y tipo Il a IFN en comparacion
con los pacientes con enfermedad grave [9]. El aumento de los marcadores de

inflamacion y muerte celular, asi como la disminucion de la respuesta de IFN en



pacientes con COVID19 grave, sugiere que existe una alteracion de receptores
implicados en la activacion del inflamasoma y la respuesta antiviral de IFN como IFI16,
NLRP3, la via c-GAS-STING y AIM2 en este tipo de pacientes durante la infeccion por
SARS-CoV-2. Ausente en el melanoma 2 (AIM2) pertenece a los receptores similares a
Aim2 (ALR), que son proteinas inducibles por IFN tipo | [10]. AIM2 reconoce dsDNA de
distinto origen. Después de la deteccion del dsDNA, AIM2 se activa e inicia el montaje
del inflamasoma AIM2, donde es de destacar que la sefalizacion de IFN tipo | es esencial
para su ensamblaje adecuado de este inflamasoma [11]. La activacion del inflamasoma
provoca la activacion de caspasa-1 dependiente de ASC y la liberacién de IL-1B e IL-18,
y la muerte celular dependiente de Gasdermina D (GSDMD) en un proceso conocido
como piroptosis [11-13]. Aungue, se ha informado el mecanismo de la activacion de AIM2
por el virus de ARN [14, 15], el mecanismo preciso no esta claro, sin embargo, se sabe
gue AIM2 no esté directamente involucrado - en la deteccién de virus, sino mas bien en
la modulacion de la actividad pulmonar inducida por lesion a causa de virus [14]. NLRP3
pertenece a la familia de receptores tipo NOD (NLR), que detecta una variedad de
patrones moleculares asociados a patégenos (PAMPSs) y alarmas endégenas como ATP
[16, 17]. Aunque la activacion de NLRP3 también conduce a la activacion del
inflamasoma, asi como AIM2, su actividad es inhibida por IFN tipo | [18, 19]. El virus
SARS-CoV-2 induce la activacion del inflamasoma NLRP3, a través de la accion de
viroporinas virales, que son codificadas por el genoma del SARS-CoV-2 [20]. Se ha
descrito que los monocitos de pacientes con COVID19 expresan tanto AIM2 y NLRP3 y
gue esta expresion se co-localiza con motas de ASC [20]. La activacidn excesiva de AIM2
es impedida por una isoforma de IFI16 denominada IFI16-B que interactua con AIM2
evitando la interaccion AIM2-ASC o puede competir con AIM2 por su ligando. Una vez
gue IFI16 detecta, el ADN induce la produccion de IFN tipo | a través de STING en
cooperacion con cGAS [21]. Ademas, la deteccion directa de ADN enddgeno por la via
cGAS-STING promueve la activacion de los factores de transcripcion NF-kB e IFR3 y
esto induce la secrecion de TNF-q, IL-6 e IFN, respectivamente [22, 23]. La infeccion por
SARS-CoV-2 puede activar la via cGAS-STING mediante la deteccion del ADN
citoplasmatico por parte del receptor cGAS [24, 25] o por la acumulacion de angiotensina

Il debido a la baja expresion o ACE2 [26 - 28]. La sobreactivacién de STING en pacientes



con COVID19 se relaciond con la hipercoagulacion [29]. Finalmente, se sabe que los
pacientes con COVID19 muestran una respuesta antiviral IFN tipo | reducida, y que en
los pacientes con COVID-19 grave se encuentran niveles elevados de ADN libre en suero
gue se asocian con marcadores de muerte celular e inflamacion [30]. Todos estos datos
en conjunto sugieren que los receptores de ADN juegan un papel fundamental en el
desarrollo de la gravedad de COVID19. Por lo que en este estudio exploramos la
expresion de AIM2, IFI16, NLRP3, cGAS, STING, NF-kB y ASC en pacientes COVID19
con sintomas leves o0 graves en comparacion con controles sanos para determinar la

contribucion de estas moléculas en la progresion de la COVID19.

2. JUSTIFICACION

La enfermedad de COVID19 provocada por el virus SARS-CoV-2 presenta diferentes
grados de severidad, por lo que se ha sugerido que existen factores de susceptibilidad
en los pacientes que contribuyen con una mayor patologia pulmonar o multiorganica y
una mayor letalidad de la infeccion. El receptor de reconocimiento de patrones (RRP)
AIM2 reconoce DNA de doble cadena (dsDNA) de diferentes origenes, bacteriano, viral
o endogeno. La activacion de AIM2 induce el ensamblaje de una plataforma de proteinas
gue guia a la activacion de la Caspasa-1y a la maduracion y secrecion de IL-1B e IL-18,
asimismo, a la muerte programada de las células por piroptosis. Sin embargo, también
se ha descrito un papel antiinflamatorio de AIM2 debido a que inhibe la activacién del
factor NF-kB inducida por la activacion de otros receptores de DNA como los implicados
en la via cGAS-STING y la activacion de NF-kB se ha asociado con la severidad de la
COVID19. En pacientes con COVID19 existe un aumento de DNA libre en circulacion,
asi como una disminucion de la respuesta a IFN en casos severos. Se ha observado que
la activacion de NF-kB, a su vez producto de la activacion de receptores de DNA como
los implicados en la via cGAS-STING, se asocia con la severidad de la COVID19. De
manera importante, AIM2 juega un papel antiinflamatorio debido a que inhibe la
activacién del factor NF-kB. Debido a que la expresion y activacion de AIM2 depende de

la sefializacion de IFN, en este estudio se determinara si la expresion relativa de AIM2,



asi como de otros receptores de DNA citosolicos como IFI16, cGAS STING, NLRP3, la
proteina ASC y el factor de transcripcion NF-kB en células mononucleares de individuos
control y pacientes con COVID19; varia con respecto a la severidad de la enfermedad.
Este estudio nos permitira entender los posibles mecanismos patogénicos relacionados

con respuesta inflamatoria durante la infeccion por el virus SARS-CoV-2.

3. HIPOTESIS

La expresion relativa de AIM2 se encuentra disminuida en pacientes COVID19 grave.

La expresion relativa de IFI16, cGAS, STING, NLRP3, ASC y NF-kB se encuentra

elevada en pacientes COVID19 leve.

4. OBJETIVO GENERAL

Evaluar la expresion relativa de AIM2, IFI16, cGAS, STING, NLRP3, ASC y NF-kB en

pacientes con COVID19 leve y grave e individuos control.

4.1. OBJETIVOS PARTICULARES

4.1.1 Seleccionar un grupo de pacientes que sean positivos para COVID19 mediante la
prueba de PCR para SARS-CoV-2.

4.1.2 Aislar RNAmM de muestra de sangre de pacientes positivos y sujetos control.

4.1.3 Determinar la expresion relativa de AIM2, cGAS, STING, IFI16, NLRP3, ASC y NF-

kKB mediante PCR en tiempo real.

4.1.4 Analisis de asociacion de parametros antropométricos y genes relacionados con

inflamacion y la sintesis de IFN.

4.1.5 Analisis de asociacion de Lactato Deshidrogenasa (LDH) y Proteina C Reactiva

(PCR) y genes relacionados con inflamacion y la sintesis de IFN.



5. MATERIALES Y METODOS

5.1 Criterios de inclusion.
Personas con prueba para SARS-CoV-2 positiva, sexo indistinto edad entre 18 a 65

afos. Sin diagnoéstico de Lupus Eritematoso Generalizado (LEG), Artritis Reumatoide
(AR), influenza, dengue y/o cancer. Las personas con prueba para SARS-CoV-2
positivas se clasificaron en dos grupos, con enfermedad leve y grave por los médicos

especialistas de acuerdo con los criterios del Hospital Central Dr. Ignacio Morones Prieto.

5.2 Criterios de exclusion (no inclusién).
Mujeres que presenten embarazo, fumadores, que padezcan alcoholismo, que no firmen

el consentimiento informado y la imposibilidad de obtener la muestra por puncién venosa.

5.3 Criterios de eliminacion.
Contaminacién de la muestra durante el trasporte y/o procesamiento, retiro de la carta

de consentimiento a participar en el estudio.

5.4 Purificacion de células mononucleares de sangre venosa periférica (PBMC).
Se realiz6 una dilucion de la sangre venosa periférica (1:1) con solucién salina de fosfatos

(PBS), después se colocé esta sangre sobre 3mL de Ficoll-Hypaque, se centrifugd a

2500rpm por 20 minutos.

Posteriormente se realiz6 la extraccion de la capa de células mononucleares (PBMC), se
lavd con PBS dos veces, y se centrifugé a 1500rpm por 7 minutos. Se contaron las

células mononucleares en una cadmara de Neubauer utilizando azul de tripano.

5.5 Extraccion del ARN por la técnica de Trizol.
El ARN total de PBMC se aislé utilizando el reactivo Trizol (Thermo Fisher Scientific,

Waltham Massachusetts; EE. UU.), las células PBMC obtenidas de la purificacién se les

agrego 1ml de Trizol y se agitaron vigorosamente en el vortex.

Se incubd durante 15 segundos a temperatura ambiente, se agregé cloroformo grado

biologia molecular, se agité durante 15 segundos en el vortex, se incubo 7 minutos a



temperatura ambiente y posteriormente se centrifug6é a 11300 rpm por 15 minutos a una
temperatura de 4°C.

Se obtuvo la fase acuosa, se agrego isopropanol frio y se mezcld por inversion 7 veces
y se incubd a una temperatura de -20°C durante 24 horas, se centrifugé a 11300 rpm
durante 15 minutos a una temperatura de 4°C, se elimind el sobrenadante por
decantacion y al pellet obtenido se le agrego6 etanol al 75 por ciento. Se centrifug6 a 8300
rpm durante 12 minutos a una temperatura de 4°C, se elimind el sobrenadante con
pipetas y se procedio a secar el poco etanol en el aparato Savant 10 minutos para
eliminar el etanol restante el pellet obtenido fue resuspendido en 30 uL de agua libre de
DNAsas y RNAsas.

Finalmente se evalué la concentracibn y la pureza del RNA obtenido en un
espectrofotometro Nanodrop ND 10000 (NanoDrop Technologies, Wilmington, DE, EE.
UU.), tomando en cuenta una relacién de absorbancia 260/280. Un valor mayor a 1.8 se
consider6 aceptable. La integridad del ARN se evalué mediante electroforesis en gel de
agarosa.

5.6 PCR cuantitativa en tiempo real.
Se utilizé 1 ug de ARN total para sintetizar ADNc usando Superscript Il reverse

transcriptasa (Invitrogen, Carlsbad, CA; EE. UU.) y cebador de hexdmero aleatorio
(Invitrogen, Carlsbad, CA; EE. UU.).

Los cebadores de PCR utilizados se disefiaron utilizando la herramienta bioinformatica,
PrimerQuest ™ Tool de Integrated DNA Technologies IDT (Coralville, IA, EE. UU.) por
Integrated DNA Technologies IDT, la secuencia de cada primer disefiado se encuentra
en la tabla 2. La PCR cuantitativa en tiempo real se realiz6 utilizando iQ SYBR Green
Master Mix (BioRad) en un termociclador LightCycler 480 Il de Roche (Indianapolis, EE.
uu.).

Gen Forward Reverse

GAPDH 5-CTTTGGTATCGTGGAAGGACTC-3' 5-AGTAGAGGCAGGGATGATGT-3'

AlM2 5-TCGGCACAGTGGTTTCTTAG-3' 5-GCTGAGTTTGAAGCGTGTTG-3'




cGAS 5-GTATGTACCCAGAACCCTCAAG-3' 5-GTCCTGAGGCACTGAAGAAA-3'

STING 5-GGTGCCTGATAACCTGAGTATG -3' 5-CTGTAAACCCGATCCTTGA-3'

NLRP3 5-GAAGTGGACTGCGAGAAGTT-3' 5-CGTTCGTCCTTCCTTCCTTT -3'

IFI16 5-GGATGCAGATACTGAAGGAAGG-3' 5-GAAACTGCTGCTTGGTGTTG-3'

ASC 5'- CAGCTTCTACCTGGAGACCTA-3 5'- CCGGTGCTGGTCTATAAAGTG-3

NF-kB 5-GAGACATCCTTCCGCAAACT-3 5-GGTCCTTCCTGCCCATAATC-3

Tabla 2. Secuencia de primers

El programa del ciclo de reaccion. Las condiciones consistieron en un paso de
precalentamiento a 95°C por 3 min, 40 ciclos de desnaturalizacion a 95°C por 15 seg,
extension a 60°C durante 60 seg. Cada muestra se analizd utilizando la version de
software LightCycler 480 1.5.0. La expresion relativa de cada gen se calcul6 utilizando el

método 2-22Ct y se normalizé a GAPDH.

5.7 Analisis estadistico.
Los datos se analizaron utilizando Graph Pad Prism Software 5.0 (San Diego, California,

EE. UU.). Se realiz6 la prueba de Shapiro-Wilk para determinar la normalidad de los
datos. Se utiliz6 la prueba no paramétrica U de Mann-Whitney para comparar las
diferencias entre dos grupos y las correlaciones entre variables (AIM2, IFI16, cGAS-
STING, NLRP3, NF-kB y ASC) en cada grupo se evalu6 mediante el analisis de
correlacion de matriz de Spearman. Se crearon graficos de correlacion con los paquetes

corrplot para R. Cuando se obtuvo un valor de p <0.05 se consider¢ significativo.

6. RESULTADOS

6.1 Caracteristicas de los sujetos en estudios
Se incluyeron a 13 personas mayores de 18 afios con sintomas clinicos sugestivos de

infeccion por COVID19 en este estudio. Firmaron un consentimiento informado antes de
su ingreso a urgencias del Hospital Central Dr. Ignacio Morones Prieto. Se recolecté una
muestra de sangre en aquellos individuos con resultados positivos en la prueba RT-PCR

de hisopado nasofaringeo SARS-CoV-2 (Coronavirus 2019 Logix-Smart kit, Co-



Diagnostics Inc.), ademas se incluyeron a 12 personas aparentemente sanas que son
negativos a la infecciébn por SARS-CoV2 (40,6 £ 13,4 afios, 6 mujeres y 6 hombres)

firmaron un consentimiento informado y se inscribieron en este estudio (grupo control).

Los pacientes con COVID19 se clasificaron segun sus manifestaciones clinicas en leves
(n = 7) y moderado (n = 6). Los pacientes con sintomas leves (47,17 + 11,89 afos, 6
mujeres y 1 hombre) fueron ambulatorio y presentaban congestion nasal, dolor de
cabeza, mialgia, anosmia, pero sin manifestaciones de neumonia, oxigeno saturacion en
reposo de 96,00 £ 0,30% y frecuencia respiratoria de 21,57 + 0,33 respiraciones por
minuto. Los individuos con sintomas graves (38,71 £ 12,07 afios, 4 mujeres y 2 hombres)
fueron hospitalizados, tuvieron neumonia y necesitaba oxigeno adicional a través de
puntas nasales (una canula de oxigeno) o una mascara. Ademas, mostraron saturacion
de oxigeno en reposo de 91,33 + 0,8165% y frecuencia respiratoria de 26,33 + 1.211
respiraciones por minuto y una Relacion PaO2 / FiO2 igual a 106,5 + 9,44. Los
pardmetros antropométricos y bioquimicos de todos los participantes se describe en la
Tabla 1. Este estudio fue aprobado por el Comité de Etica en Investigacién del Hospital

Central Ignacio Protocolo Morones Prieto (proyecto nimero 28-20).

Caracteristica Control (n=12) Leve (n=7) Grave (n=6)
Sexo Femenino 6 Masculino 6 Femenino 6 Masculino 1 Femenino 2 Masculino 4
(50%) (50%) (86%) (14%) (33%) (67%)
Edad (afios) 35+3.22 31+4.56 42.5+4.85

Parametros Bioquimicos
Proteina C Reactiva (mg/L) 6.8+ 26.68 5.6+ 8.641 32.48 +37.38
Lactato Deshidrogenasa (U/L) 205.5+106.3 474 £54.33 356 £ 65.27

Tabla 1. Parametros antropométricos y bioguimicos

Las muestras de sangre se procesaron usando las precauciones de seguridad
recomendada en una instalacion BSL-2 de la Unidad de Investigacién Biomédica del
Instituto Mexicano del Seguro Social, IMSS



6.2 Expresion relativa de AIM2, NLRP3, cGAS, STING, IFI16, ASC y NF-kB en
pacientes con COVID19 leve.

Se observé un aumento en la expresion relativa de IFI16 y NLRP3 en pacientes con
COVID19 con leves sintomas en comparacion con controles sanos (Fig. 1b y 1c
respectivamente). Ademas, la expresion de NF-kB fue aumentado en pacientes con
COVID19 con manifestaciones leves; sin embargo, los datos no fueron estadisticamente
significativos (Figura 1g). Por el contrario, la expresion de AIM2, STING, cGAS y ASC en
pacientes con COVID19 fue como en los controles sanos (Fig. 1la, 1d, le y 1f,

respectivamente). Finalmente, observamos un aumento en el IFI16/AIM2 proporcion en

pacientes con COVID19 con enfermedad leve (Fig. 1h)
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Figura 1. Expresion relativa de AIM2, IFI16, NLRP3, STING, cGAS, ASC, NF-kB en pacientes con
COVID19 leve vs individuos control (IC). La expresion relativa de a) AIM2, b) IFI16, c) NLRP3, d) STING,
e) cGAS, f) ASC, g) NF-kB se determiné en PBMC del grupo control sano y pacientes con enfermedad
leve de COVID19 por gPCR como se muestra en la seccién de material y métodos. h) Se muestra la
relacion de expresion relativa IFIL6/AIM2. En a) - h) los datos se presentan como un diagrama de caja y
bigotes, en el que la caja consta de la mediana y la parte superior y el cuartil inferior y los bigotes
representan los datos del extremo inferior y del extremo superior. La prueba U de Mann-Whitney se utilizd



para el analisis estadistico. * P <0,05 se consider6 significativo. Los valores de p se presentan en lineas

horizontales; un asterisco indica diferencias estadisticamente significativas entre los grupos estudiados.

6.3 Expresion relativa de AIM2, NLRP3, cGAS, STING, IFI16, ASC y NF-kB en
pacientes graves con COVID19.

Se observo una disminucion de la expresion relativa de AIM2, IFI16, STING y NF-kB en
pacientes con COVID19 grave en comparacion con aquellos pacientes con COVID19
leve (Fig. 2a, 2b, 2d y 2g, respectivamente). Por otro lado, la expresion relativa de
NLRP3, cGAS y ASC fue similar entre los pacientes con COVID19 con sintomas leves y
graves (Fig. 2c, 2e y 2f, respectivamente). Se observd una disminucién en la relaciéon
IF116 / AIM2 en pacientes con COVID19 grave (Fig. 2h).

Andlisis de matriz de correlacién. Para explorar las posibles interacciones entre las
moléculas evaluadas en este estudio y asi poder crear una hipétesis sobre la contribucién
del mecanismo de inflamacién a la manifestacién de COVID-19 leve o grave, se realiz
un andlisis de matriz de correlaciéon de cada grupo. Nuestro analisis mostré que en el
grupo control la expresion relativa de AIM2 se correlacioné directamente con cGAS, y la
expresion relativa de NLRP3 se asocio con la expresion relativa de STING, IFI16 ASC,
NF-kB y LDH. Encontramos una asociacion directa entre la expresion relativa de STING
e IFI16 y NF-kB. Ademas, la expresion relativa de STING se relacion6 con ASC, y
encontramos una correlacion directa entre IFI16 y NF-kB y LDH. Finalmente, la expresion
relativa de ASC se asoci6 directamente con la expresion relativa de LDH (Fig. 3a). En
cuanto al grupo de pacientes COVID19 con sintomas leves observamos una asociaciéon
directa entre la expresion relativa de AIM2 y STING y una correlacion directa entre la
expresion relativa de NF-kB y cGAS e IFI16 (Figura 3b). Por otro lado, en pacientes
COVID19 con sintomas severos encontramos una correlacion positiva entre la expresion
relativa de AIM2 y cGAS, STING, IFI16 y NF-kB. Ademas, la expresion relativa de cGAS
se asocio directamente con STING, IFI16 y NF-kB; mientras que la expresion relativa de

STING se asoci6 positivamente con IFI16 y NF-kB y se relacion6 inversamente con ASC.
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Finalmente, IFI16 fue directamente relacionado con NF-kB e inversamente relacionado
con ASC (Fig. 3c).
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Figura 2. Expresion relativa de AIM2, IF116, NLRP3, STING, cGAS, ASC, NF-kB en pacientes con COVID-
19. La expresion relativa de a) AIM2, b) IFI16, ¢) NLRP3, d) STING, e) cGAS, f) ASC, g) NF-kB se determin6
en PBMC de pacientes con COVID19 con sintomas leves y graves por gPCR como se muestra en la
seccién de material y métodos. h) La razdn de la expresién relativa de IFI16 y la expresion relativa de
AIM2. En a) - h) los datos se presentan como un diagrama de caja y bigotes, en el que la caja consta de
la mediana y el cuartil superior e inferior y los bigotes representan los datos del extremo inferior y del
extremo superior. Se utilizé la prueba U de Mann-Whitney para el analisis estadistico. * P <0,05 se
consideré como significativo. Los valores de p se presentan en lineas horizontales; un asterisco indica

estadisticamente significativo diferencias entre los grupos estudiados.
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Figura 3. El Andlisis de Correlacién de la Matriz de Spearman para las variables incluidas en este estudio.
a) Correlacion de variables en el grupo de control. b) Correlacion de variables en pacientes con COVID19
con sintomas leves. c) Correlacion de variables en pacientes con COVID19 con sintomas graves. El
namero dentro de los circulos (rojo o azul) representan el valor del coeficiente de correlacién (r) para cada
par de variables. Si la correlacion entre dos variables fue estadisticamente significativa, los circulos (rojo
o azul) se colocan en la interseccion entre las dos variables Los circulos rojos representan una asociacion
inversa/negativa. Los circulos azules representan una asociacién directa/positiva. La escala horizontal y la

barra de color en la parte inferior indican la direccién (negativa o positiva) de los valores de correlacion.

7. DISCUSION

En este estudio, investigamos el patron de expresion de diferentes receptores de ADN
en pacientes con COVID19 leve y grave. Observamos que la expresion de IFI16, NLRP3
y NF-kB aumenté en pacientes con COVID19 con enfermedad leve mientras que en
pacientes con sintomas severos la expresion relativa de AIM2, IFI16, STING y NF-kB se
observo disminuida. En este sentido, se ha demostrado que la activacion de IFI16
desencadena la activacion de STING mediada por IRF3, que conduce a la produccion
de IFN-B, que es fundamental para una correcta respuesta antiviral [31]. Se reportd
previamente una regulacion positiva de IFI16 en células sanguineas en infecciones
agudas por SARS-CoV-2 [32].

Aungue no se ha informado la deteccién directa de SARS-CoV2 por el receptor IFI16, la
superposicion entre los mecanismos de deteccion de ARN y ADN en la respuesta

antiviral podrian ser cruciales para la infeccion por SARS-CoV2. Estudios previos
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describieron niveles elevados de ADN libre en suero de pacientes con COVID19,
probablemente debido a células muertas [30], que a su vez podria ser responsable de la
activacion del receptor IFI16. Ademas, La proteina nuclear (N), de la envoltura (E) y de
la espiga (S) del SARS-CoV-2 promueven la activacion del inflamasoma NLRP3 [33 -
35]. De hecho, se ha observado la expresion de NLRP3 co-localizada con cimulos de
ASC en monocitos de pacientes con COVID19 [20]. En este estudio, nuestros resultados
muestran una correlacion directa de NF-kB e IFI16 en pacientes con COVID19 con
sintomas leves, asi como una asociacion positiva entre cGAS y NF-kB. Estos hallazgos
son consistentes con estudios previos en los que se ha descrito la activacion de cGAS
[21] y NF-kB [22, 23] después de la activacion de IFI16.

Por lo tanto, nuestros resultados sugieren que la enfermedad de COVID19 con sintomas
leves se caracteriza por la activacion de NLRP3, IFI16 que podria, a su vez, inducir la
expresion de NF-kB y citocinas proinflamatorias. Por lo tanto, se sugiere que la
inflamacion durante la enfermedad de COVID19 es a inducida por NF-kB [9]. Ademas, el
aumento de IFI16, NLRP3, NF-kB y la relacion IFI16 / AIM2 y la ausencia de alteracion
de la expresion de AIM2, ASC cGAS-STING en pacientes con COVID19 leve sugieren
que tanto el mecanismo antiviral (proinflamatorio) como el antiinflamatorio estan

activados (Fig. 4a)
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Figura 4. Posible interaccion y activacion de receptores relacionados con los mecanismos antivirales

(proinflamatorios) y antiinflamatorios en pacientes COVID19, a) se observa un esquema de la célula donde
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se muestra de manera normal como interactdan las vias que se activan después del reconocimiento del
DNA por parte de los receptores de DNA citosdlicos y como influyen en la sintesis y liberacion de citocinas
pro-inflamatorias y antiinflamatorias, b) se observa un esquema de la célula donde se muestra de manera
normal como interactian las vias que se activan después del reconocimiento del DNA por parte de los
receptores de DNA citosélicos y como influyen en la sintesis y liberacion de citocinas pro-inflamatorias y

antiinflamatorias en pacientes COVID19 graves.

Por el contrario, nuestro estudio mostré que la expresion de AIM2, IFI16, STING y NF-
kB disminuyé en pacientes con sintomas graves de COVID19. En este sentido, se ha
demostrado que los genes que codifican proteinas involucradas en las respuestas de
IFN estan regulados a la baja en pacientes con COVID19 con enfermedad grave, lo que

resulta en una respuesta de IFN tipo | deteriorada [9].

Dado que el SARS-CoV-2 tiene una mayor susceptibilidad al tratamiento con interferon
tipo | que la cepa SARS-CoV original, la alteracidon en la respuesta de IFN-tipo | durante
COVID19 podria representar una estrategia de evasion de este virus [36]. De hecho, el
SARS-CoV-2 expresa una variante truncada del gen ORF3b que muestra actividad anti-
interferon [37]. Por lo tanto, la disminucién de AIM2, IFI16, STING y NF-kB que se
observa en pacientes con COVID19 con sintomas graves en este estudio podria ser una
consecuencia de la reduccion en la respuesta de IFN. Ademas, se encontrd niveles mas
altos de marcador de inflamacién (PCR) y del marcador de muerte celular (LDH) en
pacientes con COVID19 con enfermedad grave, aunque no se observé una correlaciéon
significativa entre la expresion relativa de los receptores de ADN y los niveles de LDH,
fendmeno que se presenta en el grupo de control. En este sentido, la activacién de los
receptores de ADN puede conducir a la liberacion de LDH [38], la falta de correlacion de
los receptores de ADN con este marcador de muerte podria resultar de la disminucion
de su expresion. Se ha descrito que la expresion de AIM2 se asocia con un menor riesgo
de hospitalizacién por COVID19 [20]. De manera similar, AIM2 se identific6 como una
molécula reguladora para modular respuestas inmunes exageradas en IAV [15].
Nuestros resultados muestran una asociacion inversa entre IFI16, NF-kB y STING con
ASC en pacientes con COVID19 grave. Esto es consistente con hallazgos previos en los

gue los autores revelaron que, aunque IFI16 y la expresion de AIM2 fue inducida por IFN,
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IFI16 suprime la activacion de caspasa-1 por AIM2-ASC y el inflamasoma NLRP3 [39].
De hecho, se ha sugerido que la relacion entre la expresion de IFI16 y AIM2 podria definir
la decision entre la produccion de IFN tipo | e IL-1B después de detectar dsDNA
citosélico. En este sentido, observamos un aumento de la actividad de IFI16 en pacientes
con COVID19 con sintomas leves, pero una reduccion en pacientes con COVID19 grave.
En este sentido, las actividades antiinflamatorias de IFI16 son dependientes sobre la
liberacion de IL-10 e IFN-B [18]. La falta de un mecanismo antiviral de por parte del IFN
y una retroalimentacién negativa por parte de IL-10 aumente la gravedad de COVID19.
Finalmente, es importante sefialar que la expresion relativa de IFI16 y AIM2 fue baja en
pacientes con COVID19 grave, y dado que ambos exhiben propiedades antiinflamatorias,
podemos sugerir que los pacientes con COVID19 grave se caracterizan por niveles bajos

de respuestas antivirales y antiinflamatorias (Figura 4b).

8. CONCLUSIONES
En este estudio se demostré que en pacientes con COVID19 existe una alteracion en la

expresion de varios receptores de ADN, por lo que se sugiere que estos receptores se
expresan de manera diferencial segun los grados de severidad de la enfermedad. El
aumento de la expresion de NLRP3, IFI16 y NF-kB en pacientes con COVID19 con
sintomas leves podria implicar una respuesta inmune adecuada. Por otro lado, en
pacientes de COVID19 con sintomas severos la disminucion de la expresion de AIM2,
IFI16, STING y NF-kB podria resultar en una respuesta antiviral inadecuada, asi como
una respuesta antiinflamatoria alterada, finalmente estos podrian participar en el

mecanismo implicado en la gravedad de la enfermedad.
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10. ANEXOS

1. Carta de consentimiento o carta de confidencialidad

DOCUMENTO DE CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA EL PACIENTE
HOSPITAL CENTRAL “DR. IGNACIO MORONES PRIETO”
DEPARTAMENTO DE MEDICINA INTERNA

PACIENTE ADULTO

TITULO DEL PROTOCOLO DE INVESTIGACION

Participacién del inflamasoma AIM2 en el estado clinico de individuos infectados con SARS-CoV-2

N° REGISTRO DEL PROTOCOLO AUTORIZADO
ANTE EL COMITE DE ETICA EN
INVESTIGACION

PERIODO DE EJECUCION DEL
PROTOCOLO AUTORIZADO

28-20

01/09/2020 - 02/09/2021

INVESTIGADORES RESPONSABLES EN EL
HOSPITAL

ADSCRIPCION DEL INVESTIGADOR
PRINCIPAL

Dr. Martin Magafia Aquino
Dr. Emmanuel Rivera Lopez

Division de Medicina Interna
Hospital Central “Dr. Ignacio Morones Prieto”

CO-INVESTIGADORES

ADSCRIPCION DEL INVESTIGADOR
RESPOSABLE

Dra. Diana Patricia Portales Pérez
Q.F.B. Estefania Juarez Carrillo

Facultad de Ciencias Quimicas
Universidad Autbnoma de San Luis Potosi

FECHA DE LA PRESENTACION DEL
CONSENTIMIENTO INFORMADO

N° DE IDENTIFICACION DEL PACIENTE

Objetivos y justificacion del estudio.

La Division de Medicina Interna del Hospital Central “Dr. Ignacio Morones Prieto” realiza

un protocolo o estudio de investigacién para estudiar la participacion del inflamasoma

AIM2 en la gravedad de los sintomas de individuos infectados con SARS-CoV-2.
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El objetivo del estudio es el medir el nivel en que se expresa la molécula AIM2 en sangre,
y si tiene relacién con la gravedad de la enfermedad COVID-19, causada por el virus
SARS-CoV-2. En este estudio de investigacion se determinara si la presencia de AIM2
contribuye con la severidad de la COVID-19. Ayudara a poder establecer porque la
COVID-19 presenta diferentes grados de severidad, presentdndose en algunas personas

con sintomas leves, en otras con sintomas moderados 0 graves.

Los resultados de este proyecto pueden ayudar a comprender de mejor manera su
enfermedad y en un futuro contribuir para realizar un mejor diagndstico acerca de la
severidad de la COVID-19 de manera mas rapida y que el médico pueda actuar

oportunamente.
Informacion para el paciente.

La enfermedad por coronavirus 2019 (COVID-19) es una enfermedad que afecta
principalmente a las vias respiratorias y puede provocar distintos sintomas, entre ellos:
fiebre, tos seca, dificultad para respirar, dolor de cabeza, dolor de garganta, dolor
muscular, confusién, y en algunos casos diarrea. Esta enfermedad es causada por un
virus llamado SARS-Cov-2. Actualmente esta enfermedad se encuentra con transmision

activa en nuestro pais, asi como en gran parte del mundo.

La molécula AIM2 es un receptor que reconoce DNA de diferentes origenes. EI DNA es
una molécula que contiene la informacion genética de un organismo, y se encuentra en
todas las células, bacterias o virus. En un estudio previo se observé que durante la
infeccion por influenza A, la ausencia del receptor AIM2 incremento el paso de células
inflamatorias al pulmén y aumentdé la gravedad de la infeccién. La contribucion de AIM2

en las formas graves de la COVID-19 no ha sido identificada.

Debido a que las personas con infeccion por SARS-Cov-2 pueden cursar con diferentes
etapas de gravedad de la COVID-19, se sugiere que existen pacientes que presentan
susceptibilidad a desarrollar problemas de una inflamacion exacerbada en su cuerpo,
gue se caracteriza por elevacion de proteinas de inflamacién en sangre que llevan a la

falla de todos los 6rganos del cuerpo.

22



¢Por qué ha sido invitado a participar en este estudio?

Usted ha sido invitado a participar en este estudio porque hay sospecha de tener la
COVID-19 en base a sus sintomas clinicos y la valoracion médica, tiene edad de 18 afios
0 mas, no padece enfermedades del sistema de defensa del organismo (inmunolégico)
y no usa tratamientos que alteren la respuesta del sistema inmunolégico. Ademas, como
parte de su atencibn médica, se le ha tomado una muestra confirmatoria para la
deteccion del SARS-Cov-2 mediante PCR.

En este estudio se incluirdn 90 pacientes y se realizara por parte de la Division de
Medicina Interna del Hospital Central “Dr. Ignacio Morones Prieto” en las areas de “Triage
Respiratorio”, “UCRIN”, “UCRA” y salas de Medicina Interna. Se incluiran 30 pacientes

con sintomas leves, 30 con sintomas moderados y 30 graves.
Participacion voluntaria y retiro del estudio.

Su participacion en este estudio es absolutamente voluntaria y usted ha sido invitado a
participar debido a las caracteristicas de su enfermedad, es decir, de los sintomas y
resultados de la revision gue realiz6 su médico y de los analisis y/o estudios que se le

han realizado para diagnosticar su enfermedad que es la COVID- 19.

Usted esta en la libertad de negarse a participar en este estudio de investigacion; pero
si decide participar, en cualquier momento y sin necesidad de dar ninguna explicacion,
usted puede revocar o anular el consentimiento que ahora firma. Su decision de participar
0 no, no afectara de ninguna forma el trato médico que reciba en la institucién para su

enfermedad.

Si decide terminar su participacion en este estudio, deberd comunicarlo al Dr. Martin
Magafia Aquino o el Dr. Emmanuel Rivera LoOpez, quienes le proporcionaran un
documento (formato) muy sencillo en el que usted pondra algunos de sus datos e indicara

gue ya no desea participar en el estudio.

Procedimientos a los que se sometera durante su participacion en el estudio. Si usted
acepta participar le pediremos que lea cuidadosamente el presente documento de

consentimiento informado y que haga todas las preguntas necesarias al médico
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investigador responsable el Dr. Martin Magafia Aquino, al co-investigador el Dr.
Emmanuel Rivera Lépez o al colaborador que le explique este consentimiento informado,
para que pueda resolver sus dudas. Cuando ya no tenga alguna duda con respecto a lo
gue se hara en este estudio, le pediremos autorizacion para que firme su aceptacion de

participar al final de este documento.

Le pediremos autorizacion para realizar una entrevista y revisar su expediente clinico a
usted o su familiar responsable, para obtener informacion sobre sintomatologia de la
COVID-19; antecedentes de otras enfermedades (enfermedades autoinmunes, cancer,
diabetes, hipertension, enfermedades respiratorias, enfermedades del corazon); uso de
tabaco o alcohol y actividad fisica; signos vitales (presion arterial, frecuencia cardiaca,
frecuencia respiratoria, saturacion de oxigeno, peso, estatura, circunferencia de la
cintura); y estudios de laboratorio realizados (colesterol HDL, triglicéridos, hemoglobina

glucosilada Alc, insulina y glucosa en ayuno).

Antes de que su médico le haya dado el tratamiento para controlar los sintomas de la
COVID-19 se le tomard una muestra de sangre venosa adicional a la que el médico
necesite para su atencién médica, la cual sera usada para este estudio. En este sentido,
usted solamente sentira una presion suave sobre el brazo. Este procedimiento no pone

en riesgo su salud.

Para mantener sus datos anénimos, se le asignara un cddigo con el que Unicamente los

meédicos investigadores que participan en este estudio podran saber su identidad.
Procesamiento que tendra la muestra de sangre.

Una vez tomada la muestra esta sera trasladada al Laboratorio de Biologia Molecular del
Centro de Investigacion en Ciencias de la Salud y Biomedicina (CICSaB), para llevar a
cabo un proceso de separacion de los globulos blancos y se almacenara a una
temperatura de -80 grados centigrados. En caso de que la prueba salga negativa, su

muestra de sangre sera destruida y no se seguira con el proceso.
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En caso de que se confirme la presencia de SARS-Cov-2 mediante la prueba de PCR,
se seguira con el procesamiento de la muestra. Las células blancas obtenidas seran
tratadas para poder identificar la molécula AIM2 en la Unidad de Investigacion Biomédica
de Zacatecas (UIBMZ) del Instituto Mexicano del Seguro Social (IMSS).

Es importante mencionar que este estudio solo identificara la presencia de la molécula
AIM2 y no se realizara ningun estudio o manipulacion de la muestra diferente a la antes

mencionada.
Beneficios para el paciente y/o sociedad por participar en el estudio.

El paciente no recibira ningun beneficio directo o inmediato cuando se realice esta
evaluacion. Sin embargo, estara colaborando con el area de investigacion de la Division
de Medicina Interna del Hospital Central “Dr. Ignacio Morones Prieto” en colaboracion
del CICSaB y la UIBMZ. Este estudio busca una posible explicacion del porque la
COVID19 presenta diferentes grados de severidad, presentdndose en algunas personas
sintomas leves, en otras con sintomas moderados y graves. Esto podria beneficiar a

identificar tempranamente a los pacientes que desarrollaran una enfermedad grave.
Potenciales riesgos y/o molestias previstas para el paciente.

Los peligros potenciales que implican su participan en este estudio son minimos. Si
alguna de las preguntas que le realizaran la hicieran sentir incbmoda, tiene el derecho
de no responderla. No se han reportado efectos secundarios graves de dar una muestra
de sangre. Usted puede experimentar dolor leve, moretones, irritacion o enrojecimiento
en el sitio de la puncién 0 en casos extremos si se pone muy nervioso/a sentir que se
desmaya. En casos muy raros puede desarrollarse una infeccion. El personal que
realizar4 este procedimiento estad capacitado para realizarlo adecuadamente, para
responder cualquier duda que tuviera y para atender cualquier molestia o posible

complicacion.

En el remoto caso de que sintiera alguna otra molestia generada por la investigacion, es
necesario notificarla inmediatamente al Dr. Martin Magafia Aquino, quien se encargara
de proporcionarle la atencién necesaria, la cual no generara ningun costo adicional a la

gue requiera la atencion meédica por esta enfermedad.
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Costos y pagos por su participacion en el estudio.

El material necesario para la toma, resguardo, transporte y procesamiento de su muestra
para la medicién de AIM2 no generardn ningun costo adicional para usted ni para el
Hospital. De igual manera, usted no recibira ningun pago por participar en el estudio.

Consideraciones Eticas.

Este estudio se considera de riesgo minimo debido a que los investigadores
responsables de este estudio no tomaran decisiones referentes a su tratamiento y
Uunicamente le solicitaran los autorice a realizar la toma de sangre venosa de su brazo en
una ocasion, que sera en el momento en se realice la valoracion médica y se establezca
la sospecha de tener la COVID-19. Su muestra se mantendrd en resguardo y se
procesara después de que se haya confirmado el resultado positivo por PCR para SARS-
Cov-2. Le solicitamos también su autorizacion para revisar su expediente clinico,

Unicamente tomaremos la informacién que le mencionamos previamente.

Existen instituciones u organismos mexicanos como la Secretaria de Salud, la Comisién
Federal para la Proteccién contra Riesgos sanitarios (COFEPRIS), la Comisién Nacional
de Bioética (CONBIOETICA) o incluso el Comité de Etica en Investigacion (CEIl) de este
hospital, que se encargan de vigilar el buen manejo de los datos personales y médicos
gue usted y los demas pacientes han autorizado para que sean utilizados en la
realizacion de estudios de investigacion como el presente. Estas instituciones u
organismos pueden solicitar en cualquier momento a los investigadores de este estudio,
la revisibn de los procedimientos que se realizan con su informacion y con sus
mediciones, con la finalidad de verificar que se haga un uso correcto y ético de los
mismos; por lo que podran tener acceso a esta informacién que ha sido previamente

asignada con un cédigo de identificacion, cuando asi lo requieran.

Privacidad o Confidencialidad.

La informacion personal y médica obtenida de usted en este estudio es de caracter

confidencial y sera utilizada unicamente por el equipo de investigacion de este proyecto
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para analizar y complementar los resultados obtenidos y no estara disponible para ninguin
otro proposito. Esta informacion se conjuntara con la de otros participantes para realizar
el presente estudio. Con la finalidad de mantener el anonimato, se le asignara un cédigo

para el uso de sus datos.

Si usted asi lo decide, los investigadores responsables de este estudio le podran informar
a su médico tratante que usted ha aceptado participar en este estudio, para que la
informacion que se obtenga sea incluida en su expediente clinico. Con esta finalidad, le

pediremos que indique al final de este documento si esta o no de acuerdo en lo anterior.

Los resultados de este estudio podran ser publicados con fines cientificos en revistas
especiales dirigidas al personal médico, de enfermeria quimicos e investigadores
relacionados con el area de la salud con la finalidad de que conozcan la participacion de
AIM2 en la severidad de la COVID-19 y utilizar esta medicién como parte del diagndstico
oportuno y temprano de posibles alteraciones y complicaciones durante el tratamiento
de la COVID-19. Los resultados de este estudio también podran ser presentados en
reuniones cientificas en las que se discuten los nuevos hallazgos que se han obtenido
de este y otros estudios relacionados con la salud y el tratamiento de pacientes con su
mismo diagnadstico. Los datos clinicos de todas las participantes se presentaran de forma
anonima y de tal manera que usted o cualquiera de las pacientes que participen en este
estudio no podran ser identificadas.

De acuerdo a la Ley General de Proteccion de Datos Personales en Posesion de Sujetos
Obligados y a Ley de Proteccion de Datos Personales del estado de San Luis Potosi, sus
datos personales no podran tratarse, transferirse o utilizarse para fines no descritos
expresamente en este documento, a menos que sea estrictamente necesario para el
ejercicio y cumplimiento de las atribuciones y obligaciones expresamente previstas en
las normas que regulan la actuacion de los investigadores responsables del estudio; se
dé cumplimiento a un mandato legal; sea necesarios por razones de seguridad publica,

orden publico, salud publica o salvaguarda de derechos de terceros.

Cualquier otro uso que se requiera para el uso de sus datos o analisis 0 manejo de sus
muestras y/o resultados de los analisis que se describen en este documento, debera ser

informado y solicitado con la debida justificacion al Comité de Etica en Investigacion de
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este Hospital, quien determinard la pertinencia de la solicitud y en su caso, autorizara un
uso diferente para sus datos, muestras y/o productos derivados de sus muestras y/o
resultados. Siempre en apego a los lineamientos y normas legislativos nacionales e

internacionales y en beneficio y proteccion de la integridad de los actores participantes.
Disponibilidad de la informacion y compromiso de respuesta a preguntas y dudas.

Usted tiene derecho a realizar cualquier pregunta, duda o aclaracibn sobre su
participacion en este estudio o sobre alguna reaccion adversa relacionada con la toma

de muestra que se le realizo, en cualquier momento del estudio.

Se le entregard una copia del presente documento de consentimiento informado firmado
por los investigadores, donde se incluyen los datos de contacto de los investigadores
responsables y del Comité de Etica en Investigacién de este hospital para aclarar

cualquier duda que pudiese surgir.

En caso de cualquier duda referente a su participacion en el estudio usted puede

comunicarse con:

Dr. Martin Magafia Aquino

Divisién de Medicina Interna

Hospital Central “Dr. Ignacio Morones Prieto”

Av. Venustiano Carranza 2395, Zona Universitaria, San Luis Potosi, S.L.P., C.P. 78290,
Tel. 8342763 ext. 1490

Dr. Emmanuel Rivera Lopez

Division de Medicina Interna

Hospital Central “Dr. Ignacio Morones Prieto”

Av. Venustiano Carranza 2395, Zona Universitaria, San Luis Potosi, S.L.P., C.P. 78290,

Tel. 8342763 ext. 1490
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Dra. Diana Patricia Portales Pérez
Facultad de Ciencias Quimicas Universidad Autbnoma de San Luis Potosi

Av. Dr. Manuel Nava 6, Zona Universitaria, C.P. 78210. Tel. 8262440 ext. 6465

Q.F.B. Estefania Juéarez Carrillo
Facultad de Ciencias Quimicas Universidad Autonoma de San Luis Potosi

Av. Dr. Manuel Nava No.6 - Zona Universitaria, C.P. 78210. Tel. 4931365523

Si usted tiene alguna pregunta con respecto a sus derechos como participante en el
estudio de investigacion, también puede ponerse en contacto con una persona no

involucrada con el equipo de investigadores de este estudio:

Dr. Juan José Ortiz Zamudio

Presidente del Comité de Etica en Investigacion Hospital Central “Dr. Ignacio Morones
Prieto” Av. Venustiano Carranza 2395,Col. Zona Universitaria, San Luis Potosi, S.L.P.,
C.P. 78290, Tel (52-444) 8 34 27 01, Ext. 1710

Aceptacion del documento de Consentimiento Informado

Si usted desea participar de manera voluntaria en esta investigacion, por favor
proporcione su nombre, firma y fecha este documento en los espacios proporcionados

en la parte inferior. Su firma significa que usted acepta lo siguiente:
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1. Se me ha dado la informacion completa y adecuada en forma verbal y por escrito
sobre el objetivo del estudio y me han explicado los riesgos y beneficios de participar en

lenguaje claro.

2. Se me ha informado que puedo retirar mi consentimiento y terminar mi
participacion en este estudio en cualquier momento sin afectar mi derecho a recibir

atencion médica.

3. Es mi responsabilidad preguntar para aclarar cualquier punto que no entienda en
relacion a mi participacion en este estudio. He hecho todas las preguntas a la persona

gue realiza el proceso de consentimiento y he recibido respuestas satisfactorias.

4. No he ocultado o distorsionado cualquier condicion médica actual o cualquier
antecedente médico relacionado con mi salud. He respondido todas las preguntas en

relacion a mi salud en forma precisa y verdadera.
5. Soy mayor de edad y legalmente capaz de dar este consentimiento.

6. Acepto participar en este estudio de manera voluntaria sin que me haya
presionado u obligado. Entiendo que mi negacién a participar o la descontinuacion de mi
participacion en cualquier momento, no implicara penalidad o pérdida de beneficios a los

gue de otra forma tengo derecho.

7. Entiendo y estoy de acuerdo en que la informacion obtenida a partir del presente
estudio puede ser utilizada para la publicacion de estos resultados con fines académicos
como parte de la divulgacion cientifica y como apoyo a la practica clinica, pero que en
todo momento se utilizara un cédigo asignado para mantener mi anonimato y la

confidencialidad de mis datos.

8. Me han explicado que la informacién personal y clinica que he consentido en
proporcionar, conservara mi privacidad y que se utilizara solo para los fines que deriven

de este estudio.

9. Los investigadores que participan en este proyecto se han comprometido a

proporcionarme la informacion actualizada que se obtenga durante el estudio en el
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momento en el que lo solicite y me entregaran una copia de este documento de

consentimiento informado.

Por medio del presente documento de consentimiento informado acepto participar en el

estudio de investigacion denominado “Participacion del inflamasoma AIM2 en el estado

clinico de individuos infectados con SARS-CoV-2”, de manera libre y voluntaria.

NOMBRE DEL PACIENTE

FIRMA DE ACEPTACION DEL

CONSENTIMIENTO INFORMADO

PACIENTE
FECHA DE LA OBTENCION DEL
CONSENTIMIENTO INFORMADO
NOMBRE DEL REPRESENTANTE LEGAL (si FIRMA DE
es necesario) ACEPTACION DEL
REPRESENTANTE
LEGAL
FECHA DE LA OBTENCION DEL PARENTESCO

DIRECCION / TELEFONO DE CONTACTO DEL TESTIGO 1

NOMBRE DEL TESTIGO 1

FIRMA DEL TESTIGO 1

FECHA

PARENTESCO

DIRECCION / TELEFONO DE CONTACTO DEL TESTIGO 1
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NOMBRE DEL TESTIGO 2 FIRMA DEL TESTIGO 2

FECHA PARENTESCO

DIRECCION / TELEFONO DE CONTACTO DEL TESTIGO 2

(nombre y firma de quien obtiene el consentimiento informado)

COLABORADOR
Dr. Martin Magafia Aquino Dr. Emmanuel Rivera Lopez
INVESTIGADOR PRINCIPAL CO-INVESTIGADOR EN EL HOSPITAL
Divisién de Medicina Interna Hospital Divisién de Medicina Interna Hospital
Central Dr. Ignacio Morones Prieto Central Dr. Ignacio Morones Prieto
Cédula profesional: 3278788 Cédula profesional: 4320011
Dra. Diana Patricia Portales Pérez Q.F.B. Estefania Juarez Carrillo
CO-INVESTIGADORA CO-INVESTIGADORA
Facultad de Ciencias Quimicas Posgrado en Ciencias
Universidad Auténoma de San Luis Farmacobiolégicas Facultad de
PotosiCédula profesional: 5063111 Ciencias Quimicas Universidad
Autonoma de San Luis Potosi
Cédula profesional:
12142946
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REVOCACION DEL CONSENTIMIENTO INFORMADO

Manifiesto al Investigador Principal, el Dr. Martin Magafia Aquino que es mi voluntad
revocar el consentimiento informado que he aceptado el dia, para participar en el
protocolo de Investigacion titulado “Participacion del inflamasoma AIM2 en el estado

clinico de individuos infectados con SARS-CoV-2".

Es mi derecho solicitar que mis datos clinicos y personales, asi como los resultados de
las pruebas que me han realizado hasta el momento sean eliminadas de esta
investigacion y ya no sean incluidas en los resultados finales y los reportes o
publicaciones que se generaran de este estudio de investigacion.

NOMBRE DEL PACIENTE

FIRMA DEL PACIENTE

FECHA DE LA REVOCACION DEL
CONSENTIMIENTO INFORMADO

NOMBRE DEL TESTIGO 1

FIRMA DEL TESTIGO 1

CONSENTIMIENTO INFORMADO

FECHA DE LA REVOCACION DEL
CONSENTIMIENTO INFORMADO

NOMBRE DEL TESTIGO 2 FIRMA DEL TESTIGO 2
FECHA DE LA REVOCACION DEL

Dr. Martin Magafia Aquino

INVESTIGADOR PRINCIPAL EN EL HOSPITAL
Divisién de Medicina Interna

Hospital Central “Dr. Ignacio Morones Prieto”
Cédula profesional: 3278788
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11. GLOSARIO

AIM2.- Ausente en el melanoma 2.

IFI16.- Proteina inducible por interferbn gamma 16.

cGAS.- GMP-AMP sintasa ciclica.

STING.- Proteina estimulador de genes de interferdn.

NLRP3.- Proteina receptores tipo NOD 3.

ASC.- Proteina adaptadora asociada a la apoptosis.

NF-kB.- Complejo proteico que controla la transcripcion del ADN.
IFN.- Interferon

GSDMD.- Gasdermina D.

COVID19.- Enfermedad de coronavirus 19

SARS-CoV-2.- Sindrome Respiratorio Agudo Severo Coronavirus 2
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