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RESUMEN

La COVID-19 enfermedad causada por el nuevo agente etiolégico el virus SARS-CoV-2,
comenz0 a propagarse desde la ciudad de Wuhan y se ha extendido de forma acelerada
por todo el mundo, llevando consigo una alta tasa de mortalidad. La infeccion por SARS-
CoV-2 da como resultado un amplio espectro de manifestaciones clinicas y el desarrollo
de una forma grave de COVID-19 depende de multiples factores, como la composicién
genética del huésped, el envejecimiento y la preexistencia de comorbilidades.
Recientemente se observo que los pacientes con COVID-19 grave, ingresados en unidad
de cuidados intensivos, presentaron niveles séricos mas altos de IL1b, IL2, IL6, IL7, IL8,
IL10, Factor estimulante colonias de granulocitos (FEC-G), proteina inflamatoria de

macrofagos la (PIM-1a) y factor de necrosis tumoral (TNF).

Ademas, los pacientes con enfermedad grave mostraron un porcentaje significativamente
mayor de monocitos inflamatorios en sangre periférica y liquido de lavado broncoalveolar
comparado con los pacientes con enfermedad leve, por lo que se presumié que las
lesiones pulmonares observadas en pacientes con COVID-19 son debidas a
hipercitocinemia. Los principales contribuyentes a la interaccion de la hipercitocinemia son
IL-6 y TNF-a. Su reconocimiento temprano y el tratamiento oportuno busca disminuir la
morbi-mortalidad asociadas con COVID-19, por lo que se han propuesto varios agentes

bioldgicos dirigidos a citocinas como parte del arsenal terapéutico.



Por lo anterior se planteé como objetivo cuantificar la concentracion de citocinas IL-6, IL-
10 y TNF-alfa en el suero de pacientes graves con COVID-19 al inicio y a los 7 dias
después del ingreso hospitalario. Se incluyeron pacientes con sintomatologia de COVID-
19 que acudieron a la UMAE Hospital de Especialidades del Centro Médico Nacional Siglo
XXI, IMSS, en donde fueron evaluados por los médicos encargados de Admisién Continua
de Urgencias y se realizaron RT-PCR para realizar diagnostico molecular. Se evalué la
cantidad de citocinas IL-6, IL-10 Y TNF-alfa mediante citometria de flujo y se reclutaron
personas sin enfermedad para contar con un grupo control de personas sanas. De cada
paciente se registraron la evolucion clinica incluyendo la asociacion entre los niveles
séricos de dichas citocinas con el numero de dias de estancia hospitalaria, alta médica

por mejoria y desenlace fatal.
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ABREVIATURAS

APB
CCL

CCR

CD
CXCL

CXCR

dsRNA
DNA

FC
GM-CSF

HLA
ID2

IL

IRF3
ISGs
MDAS5
NF- kB

NK
PAMP

PCT
PRR

PBS
PCR
PerCp
rpm
SARS

STAT1
TGFB

TNFa

Periferal blood Adult (Sangre Periférica de Adulto)

Chemokine (C-C motif) (Quimiocina con dos residuos de cisteina
adyacentes)

Chemokine (C-C motif) receptor (Receptor de quimiocina con dos
residuos de cisteina adyacentes)

Cluster of Differentiation (Marcador de diferenciacion)

Chemokine (C-X-C motif) ligand (Quimiocina con dos residuos de
cisteina separados por un aminoacido diferente)

Chemokine (C-X-C motif) receptor (Receptor de quimiocina con dos
residuos de cisteina separados por un aminoacido diferente)
(Double-strandes RNA, RNA de doble cadena)

Deoxyribonucleic acid (Acido desoxirribonucléico)

Frecuencia cardiaca

Granulocyte-Macrophage Colony-Stimulating Factor (Factor estimulador
de colonias de granulocitos y macrofagos)

Human Leucocyte Antigen (Antigeno leucocitario humano)

DNA-binding Protein Inhibidor 2 (Factor de transcripcion, inhibidor de
proteina de union a ADN 2)

Interleucina

INF regulatory factor 3

IFN-stimulated genes

Melanoma differentiation antigen 5

Nuclear Factor Kappa-Light-Chain-Enhancer of activated B cells (Factor
nuclear potenciador de las cadenas kappa de las células B activadas)
Natural Killer (Asesinas naturales)

Pathogen Associated Molecular Pattern (Patrén Molecular Asociado a
Patogenos)

Procalcitonina

Pattern Recognition Receptor (Receptor de Reconocimiento de

Patron)

Phosphate Buffer Solution (Solucién amortiguadora de fosfatos)
Polymerase Chain Reaction (Reaccion en cadena de la polimerasa)
Peridinin Chlorophyll Protein (Fluorocromo Proteina Clorofila Peridinina)
Revoluciones por minuto

Severe Acute Respiratory Syndrome (Sindrome Agudo Respiratorio
Severo)

Signal transducers and transcription factors 1

Transforming Growth Factor beta (Factor de crecimiento transformante
tipo beta)

Tumor Necrosis Factor alpha (Factor de necrosis tumoral alpha)



ANTECEDENTES

La COVID-19, que es causada por una infeccion del nuevo coronavirus (SARS-CoV-2),
comenz6 a propagarse desde la ciudad de Wuhan, provincia de Hubei en China en
noviembre de 2019 y se extendié de forma acelerada por todo el mundo en un corto
periodo de tiempo. Siendo hasta el 11 de marzo de 2020 declarado por la Organizacion
Mundial de la Salud (OMS) que oficialmente se trataba de una pandemia. Aunque existe
controversia sobre el origen de este virus, se cree que el SARS-CoV-2 se transmite de
murciélagos a humanos, potencialmente a través de un huésped intermedio aun por
determinar. La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) indica que COVID-19 es
responsable de unos 68 millones de casos y 1,5 millones de muertes al 10 de diciembre

de 2020.1

El virus del sindrome respiratorio agudo severo coronavirus 2 (SARS-CoV-2) pertenece a
la familia Coronaviridae del orden Nidovirales. Su genoma es un acido ribonucleico (ARN)
monocatenario de sentido positivo. Ingresa al cuerpo con la ayuda de su proteina espiga
(proteina S) al infectar las células del epitelio de las vias respiratorias, las células
epiteliales alveolares, las células endoteliales vasculares y los macréfagos en el pulmon a
través de los receptores de la enzima convertidora de angiotensina 2 (ECA2) humana por
medio de la endocitosis. La proteasa de serina transmembrana 2 (TMPRSS2) ayuda a
cebar la proteina S. La entrada del virus reduce la expresiéon de ECA2, lo que da como
resultado una disfuncién del sistema renina-angiotensina (SRA). Esto influye en la presion
arterial y el equilibrio de liquidos y electrolitos al tiempo que causa inflamacién y mejora la

permeabilidad vascular en las vias respiratorias. 2



Después de la entrada, comienza a replicarse activamente en el sitio de la infeccién y
posteriormente, a través de la ECA2, invade directamente y prolifera en multiples 6rganos
(células epiteliales alveolares, pulmonares, células del musculo liso arterial en la mucosa
oral y nasal, nasofaringe, pulmén, estdmago, intestino delgado, colon, piel, ganglios
linfaticos, timo, médula ésea, bazo, higado, rifidn y cerebro), posteriormente estimula la
actividad de las células inmunes, aumenta la produccién de citocinas y activa otros
mecanismos de resistencia a patégenos, lo cual justifica sus distintas formas de

presentacion clinica y compromiso multisistemico.?

La infeccion por SARS-CoV-2 da como resultado un amplio espectro de manifestaciones
clinicas, desde formas asintomaticas hasta enfermedad leve, moderada o grave con
sintomas que incluyen fiebre alta, tos, fatiga y disnea seguidos de muerte por insuficiencia
respiratoria o falla multiorganica. El desarrollo de una forma grave de COVID-19 depende
de multiples factores, como la composicién genética del huésped, el envejecimiento y la
preexistencia de comorbilidades, incluidas las enfermedades cardiopulmonares, la
diabetes y la hipertension. Los pacientes con afecciones cronicas, como enfermedades
autoinmunes, canceres y trasplantes de 6rganos sometidos a terapia inmunosupresora,
tienen un mayor riesgo de desarrollar complicaciones. La inmunosupresion del
hospedador podria inhibir potencialmente la formacion de anticuerpos neutralizantes
ademas de inhibir la hipercitocinemia lo que podria retrasar la eliminacién del virus.
Recientemente, se ha informado que un aclaramiento tardio del virus se asocia con

incremento del riesgo de muerte.3
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La COVID-19 es una enfermedad emergente que ocasiona inflamacién sistémica, similar
a la observada en sepsis, donde las citocinas IL-6, IL-10 y TNF-alfa participan
activamente en el desarrollo de la enfermedad y el desenlace. Debido a esta similitud se
propone que en la COVID-19 estas citocinas también se encontraran involucradas en la

evolucion de la enfermedad.

PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢ Existira alguna relacion entre las citocinas IL-6, IL-10 y TNF-alfa y la evolucion de los

pacientes con COVID-19?
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HIPOTESIS

Determinar los valores de IL-6, TNF-alfa e IL-10 en los pacientes graves de COVID-19 al

inicio y durante su hospitalizacion se correlacionara con el desenlace de la enfermedad.

OBJETIVOS

GENERAL
Cuantificar la concentracion de citocinas IL-6, IL-10 y TNF-alfa en el suero de pacientes

graves con COVID-19 al inicio y a los 7 dias después del ingreso hospitalario.

PARTICULARES

1. Determinar la concentracion de IL-6, IL-10 y TNF-alfa en pacientes graves COVID-19
al inicio y 7 dias después del ingreso hospitalario y voluntarios sanos.

2. Evaluar la relacion de las citocinas IL-6, IL-10 y TNF-alfa y su efecto en la evolucion
de los pacientes.

3. Establecer la correlacion de las citocinas IL-6, IL-10 y TNF-alfa de pacientes COVID-

19 con el desenlace de la enfermedad.

12



METODOLOGIA

DISENO DEL ESTUDIO

Analitico: Observacional, Longitudinal, Retrospectivo.

UNIVERSO DE TRABAJO

Pacientes adultos que ingresaron con la sintomatologia asociada a COVID-19 (fiebre >38
C, tos, fatiga, cefalea, disnea) a la UMAE Hospital de Especialidades del Centro Médico
Nacional Siglo XXI, IMSS, y que contaron con prueba de RT-PCR positiva para SARS-

CoV-2.

CRITERIOS DE INCLUSION
1. Pacientes adultos de ambos sexos, mayores de 16 afios que ingresaron a la UMAE
Hospital de especialidades del CMN SXXI con diagnéstico de COVID-19 y que se

corrobor6 mediante la prueba de RT-PCR.

CRITERIOS DE NO INCLUSION

1. Pacientes portadores de enfermedades inmunosupresoras: VIH+, Virus de Hepatitis
C, inmunodeficiencias primarias, artritis reumatoide, lupus eritematoso y bajo tratamiento

con inmunosupresores.

2. Pacientes o representantes legales que no aceptaron participar en el estudio.
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CRITERIOS DE ELIMINACION

1. Pacientes que rechazaron continuar participando en el estudio.

2. Pacientes con expediente incompleto.

3. Pacientes en los que no se logré efectuar la evaluacién completa de la respuesta

inflamatoria, serolégica y celular.

TAMANO DE MUESTRA

1. Considerando las condiciones de la pandemia y el numero de pacientes que
recientemente se diagnosticaron, se consideré una muestra por conveniencia y se incluyo
a todos los pacientes que cumplieron los criterios de inclusion de marzo a septiembre de

2020.

VARIABLES

VARIABLES DEPENDIENTES

1. Concentracion de citocinas

2. Alta médica por mejoria o desenlace fatal

3. Numero de dias de estancia hospitalaria
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VARIABLES INDEPENDIENTES

1. Prueba positiva de RT-PCR para COVID-19

2. Gravedad de la enfermedad evaluada por las siguientes escalas: SOFA,

3. Variables sociodemogréficas, laborales y personales.

4. Edad

5. Género

6. Presencia de comorbilidades: diabetes mellitus, hipertension arterial, cardiopatias,
sobrepeso/obesidad

7. Toxicomanias

8. Fiebre >38 C, tos, fatiga, cefalea, disnea, congestion nasal, secrecion nasal,
estornudos, dolor articular y muscular, dolor de garganta, diarrea

9. NuUmero de dias con los sintomas.
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DEFINICION OPERACIONAL DE LAS VARIABLES

Variable

Tipo

Definicion
conceptual

Definicion
operacional

Escala
medicién

Fuente de
informacién

Edad

Cuantitativa
continua

Tiempo en
afos a partir
del nacimiento

Tiempo en afios

a partir del
nacimiento

ANos

Expediente
clinico

Género

Cualitativa
Nominal
Dicotémica

Caracteristica
biolégica que
permite
clasificar a los
seres
humanos en
hombres o
mujeres

masculino o
femenino

O=hombre
1= mujer

Expediente
clinico

Caso
confirmado

Cualitativa
Dicotémica

Persona que
cumpla con la
definicion
operacional de
caso
sospechoso y
que cuente
con
diagndstico
confirmado por
la Red
Nacional de
Laboratorios
de Salud
Publica
reconocidos
por el INDRE

Positivo o
negativo

Positivo o
negativo
a SARS
CoV2

Expediente
clinico/ o
resultado del
laboratorio
reconocido a
solicitud

SOFA
(Secuential
Organ
Failure
Assessment
Score)

Cuantitativa
Discreta

Escala
utilizada para
la valoracién
de la
severidad de
disfuncién
organica, la
cual involucra
parametros
clinicos
(Frecuencia
arterial media
y escala de
Glasgow) y de
laboratorio
(Plaquetas,
x103 /uL,
BilirubinA,
mg/dL,
Creatinina,

puntuacién

SOFA mas alta

esta asociada

con una mayor
probabilidad de

mortalidad

valores
del 0 al 4

Expediente
clinico
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mg/Dl, etc.)

indice de Cuantitativa | Indicador que | Se calcula IMC Expediente
Masa continua marca la utilizando el normal es | clinico
Corporal relacion entre | peso en de18.5a
(IMC) el pesoyla kilogramos 24.9
talla de un dividido por el sobrepes
individuo cuadrado de la 0 como
utilizado en la | talla en metros un IMC
deteccién del (kg/m2) igual o
sobrepeso y superior a
obesidad en 25yla
adultos. obesidad
como un
IMC igual
0 superior
a 30
Citocinas (IL- | Cuantitativa | Las citocinas Se determind la | Se miden | Técnica de
10, IL-6y continua son proteinas | concentracion através inmunoensayo
TNF-alfa) pequefias sérica de de s multiples
producidas y citocinas séricas | citometria | basados en
secretadas por | en pacientes de flujo en | perlas
distintas COVID-19y pg/ml
células, tienen | voluntarios
efectos sanos
especificos
sobre las

interacciones y
comunicacion
intercelular.
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DEFINICIONES

Caso sospechoso: Paciente adulto que en los Ultimos 7 dias presento al menos dos de
los siguientes signos y sintomas: tos, fiebre o] cefalea

Acompafiadas de al menos uno de los siguientes signos o sintomas:

- Disnea, artralgias, mialgias, odinofagia/dolor faringeo, rinorrea, conjuntivitis, dolor

toracico.

Caso confirmado: Paciente que cumpla con la definicion de caso sospechoso y que
cuente con diagnostico confirmado por la Red Nacional de Laboratorios de Salud Publica

reconocidos por el INDRE

Caso grave: Paciente con neumonia, Sindrome Respiratorio Agudo Severo o

insuficiencia renal.

SOFA (Secuential Organ Failure Assessment Score): Escala utilizada para la
valoracion de la severidad de disfuncion orgéanica, la cual involucra parametros clinicos
(Frecuencia arterial media y escala de Glasgow) y de laboratorio (Plaguetas, 1 x102 /uL.
Bilirrubina, mg/dL. Creatinina, mg/dL. etc.). Tiene valores del 0 al 4, donde una puntuacién
SOFA mas alta esta asociada con una mayor probabilidad de mortalidad. El puntaje

califica la anormalidad por sistema de 6érganos y explica las intervenciones clinicas?.

indice de Masa Corporal (IMC): Indicador que marca la relacion entre el peso y la talla
de un individuo utilizado en la deteccion del sobrepeso y obesidad en adultos. Se calcula

utilizando el peso en kilogramos dividido por el cuadrado de la talla en metros (kg/m2).

18



Donde un IMC normal es de 18.5 a 24.9, sobrepeso como un IMC igual o superior a 25y

la obesidad como un IMC igual o superior a 30.

Obesidad: El sobrepeso y la obesidad se definen como una acumulacion anormal y

excesiva de grasa que puede ser perjudicial para la salud.

Diabetes Mellitus: La diabetes de tipo 2 es un trastorno crénico que afecta la manera en
la cual el cuerpo metaboliza el azlcar (glucosa), una fuente importante de combustible

para el cuerpo.

Hipertension arterial: La hipertension arterial es una enfermedad cronica en la que
aumenta la presion con la que el corazon bombea sangre a las arterias, para que circule

por todo el cuerpo.

Cardiopatia: Es una condicion patologica que involucra diferentes alteraciones del
corazon como la enfermedad isquémica (alteracion en el aporte de oxigeno al corazon), la

insuficiencia cardiaca, entre otras.

Hepatopatia: Condicion patolégica que se caracteriza por alteracion en la funcion

hepatica y cuya etiologia puede ser de origen diverso.

Neumopatia: Condicion patolégica que se caracteriza por alteracion en la funcion

respiratoria y cuya etiologia puede ser de diferente origen.
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PROCEDIMIENTO GENERAL

En nuestro modelo de muestreo no probabilistico de casos consecutivos de pacientes que
cumplieron con los criterios de seleccion y que aceptaron participar en el estudio (o los
representantes legales) mediante consentimiento informado (con firma en la carta de
consentimiento informado, ver Anexos), se realizd el siguiente proyecto. Los pacientes
con sintomatologia de COVID-19 y que acudieron a la UMAE seran evaluados por los
médicos encargados de Admision Continua de Urgencias de pacientes con potencial
infeccién por SARS-CoV2. El area de Triage respiratorio se disefi6 como un circuito lean
health con la finalidad de ser mas eficiente el proceso de valoracion clinica de los

pacientes.

Diagnostico molecular y seguimiento de la carga viral

Una vez hecho el diagnostico clinico de presuncion se tomé una muestra para diagnostico
molecular (RT-PCR). Por disposicion oficial, las muestras de los pacientes sospechosos
fueron enviadas a los laboratorios de vigilancia epidemiolégica del IMSS quienes eran los
encargados y certificados institucionalmente para realizar el diagndstico y reportar los
casos. Fueron incluidos en el estudio aquellos pacientes que se ingresaron a
hospitalizacion en esta unidad (UMAE HE CMN SXXI, IMSS). Las muestras iniciales se
tomaron en pacientes sin resultado de RT-PCR, ya que la entrega del resultado lleva 48
horas. Por lo que existia la posibilidad de tomar muestras en pacientes con resultados

negativos (Ver Anexo de Flujograma de muestras COVID-19).

Deteccion del virus SARS-CoV-2

El diagnéstico molecular se basé en la realizacion de una prueba de gRT-PCR de
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tamizaje y otra confirmatoria empleando los iniciadores y sondas disefiados por V.
Corman y col. del Charité, Berlin (Anexos). El grupo de V. Corman disefo tres juegos de
iniciadores y sondas que permiten la amplificacién especifica de fragmentos de los genes
del virus SARS-CoV-2: gen RdRp (RNA Polimerasa dependiente de RNA), gen N
(proteina de la nucleocépside) y gen E (proteina de la envoltura). La prueba de tamizaje
se realiz6 empleando la regién del gen E y la prueba confirmatoria se hizo utilizando los

iniciadores para un gen alternativo como RdRp.

Toma de la muestra periférica

La toma de muestra de sangre se realizé por venopuncion (o a traves del catéter central
en caso de contar con él); aproximadamente 2 tubos Vacutainer para extraccion de
sangre, con EDTA y sin EDTA, para obtencion de suero y plasma, siguiendo los
protocolos de proteccion para el paciente y para el personal médico (Anexo). La toma de
muestra se realizd al ingreso y 7 dias. Las muestras para analitos solubles fueron
alicuotadas y congeladas hasta su procesamiento. Se reclutaron personas sin

enfermedad para contar con un grupo control de personas sanas.

La determinacién de mediadores inflamatorios solubles se realizd6 como a continuacién se

detalla.

Cuantificacion de citocinas séricas

Se evalué la cantidad de citocinas IL-6, IL-10 Y TNF-alfa, mediante los equipos
comerciales conocidos como CBAs (Cytokine Bead Array) para determinacion de

citocinas en solucion mediante citometria de flujo.
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Preparacion de la mezcla de perlas

Se agité cada suspension de perlas antes de tomar las alicuotas durante 30 segundos en
vortex. Posteriormente, se tom6 10uL de cada suspension de perlas del kit (IL-6, IL-10 y

TNF-alfa) por cada muestra para analizar.

Se prepar6 la mezcla suficiente para los tubos a analizar contando la curva estandar por

duplicado.

Preparacion de las muestras: Alicuotas de suero de pacientes conservadas a -70° C de
~200puL. Fueron transferidas a refrigerador REVCO a -20° C una noche antes de la fecha

de andlisis. Posteriormente fueron transferidas a refrigerador a 4° C el dia del analisis.

La alicuota se diluyd 1:4 con la solucién especifica para tal fin siguiendo las
especificaciones del fabricante. Se colocé en el tubo correspondiente y se agitd con el
vortex y agregando 50uL de cada mezcla de perlas a su correspondiente tubo marcado.
Se transfirieron 50uL de las muestras diluidas, del estandar, y de las correspondientes
diluciones a los tubos rotulados. Se agregaron 50uL de reactivo de deteccion
(proporcionado por el kit) a los correspondientes tubos. Los tubos se incubaron por 3
horas protegidos de la luz a temperatura ambiente. Se agregd 1mL de solucion
amortiguadora de lavado (proporcionada por el kit) a todos los tubos. Centrifugar a 200 g
por 5 minutos. Se descartd el sobrenadante cuidadosamente y se afiaden 300uL de
solucion amortiguadora de lavado que contiene paraformaldehido al 2%. Re-suspender el

bot6n. Realizar cuantificacion en citémetro de flujo Aria Il.
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ANALISIS ESTADISTICO

Se utiliz6 estadistica descriptiva con base a las variables de interés. Asi para las variables
categoricas se reportaron proporciones. Para variables cuantitativas discretas o continuas,
se determind la media, mediana, moda y desviacion estandar. De acuerdo con su
distribucién y varianza, se determind el uso de estadisticos paramétricos o no-
paramétricos. Asi el andlisis comparativo entre las caracteristicas sociodemogréficas
(hombre vs mujer), edad (categorias de edad), comorbilidades (enfermo vs no enfermo),
gravedad; con la concentracion de los biomarcadores inflamatorios, ya sea frecuencias,
medias o distribuciones de poblaciones, se realizaron pruebas de hipotesis mediante T de
Student 6 U-Mann Whitney o ANOVA de 2 vias y post-prueba Bonferroni o Dunn cuando
asi corresponda. Se elaboraron los mejores modelos de regresion logistica, para estimar
el riesgo de ser positivo para SARS-CoV2, asi como de su gravedad y de presentar mayor
0 menor incremento en la respuesta. Los resultados se procesaron utilizando Excel,

GraphPad Prisma y el programa STATA v.14.
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ASPECTOS ETICOS

Para la realizacion del presente protocolo se solicité la aprobacion por el Comité de local
de ética del HE del CMN “Siglo XXI” del IMSS (3601). Se considerd que los sujetos
incluidos en este estudio tienen un riesgo minimo, por lo que se solicité la firma de una

carta de consentimiento informado antes de iniciar el estudio.

Marco Legal: Este protocolo respeta las disposiciones enunciadas en la declaracion de
Helsinki de 1975 y sus enmiendas, asi como los codigos y normas internacionales
vigentes para las buenas practicas en la investigacion clinica. Aunado a lo anterior, se
respetaron cabalmente los principios contenidos en el Codigo de Nuremberg, el Informe
Belmont, el Codigo de Reglamentos Federales de Estados Unidos, y en el reglamento de
la ley general de salud, tanto en materia de investigacion para la salud (Titulo Quinto). El
protocolo no calificé para subordinarse a otras normas oficiales mexicanas especificas, ya
gue no utilizd compuestos radioactivos, compuestos quimicos marcados, animales de
laboratorio, particulas o materiales susceptibles de transmitir enfermedades infecciosas,
ingenieria genética, terapia celular, ni sustancias quimicas reactivas o toxicas.

Se considero que los sujetos sometidos a este estudio se solicitd la firma de una carta de
consentimiento informado antes de iniciar el mismo (Anexo Carta de consentimiento). La
persona que solicité dicho consentimiento fue el investigador principal y/o alguno de los

colaboradores que fueron considerados como sub-investigadores.

Riesgo de la Investigacion: Dado que este protocolo incluye la toma de muestras
sanguineas, esta se clasifica con un riesgo tipo Il, pero sélo fue realizada en pacientes

adultos.
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Calidad de la muestra: el control de calidad de la muestra se reqira de acuerdo con la

Norma Oficial Mexicana NOM-253-SSA1-2012 para la disposicién de sangre humana vy

sus componentes con fines terapéuticos.

Balance Riesgo/Beneficio: Dado que las determinaciones bioldgicas se hicieron en el
laboratorio, donde la UIMIQ cuenta con las medidas de bioseguridad necesarias para ello,
asi como el manejo confidencial de los datos, y de que el procedimiento en los pacientes
fue parte del manejo indicado por su padecimiento. El Unico riesgo fue el relacionado con
la toma de sangre, la cual se realizd por un profesional con experiencia, los cuales se
vieron altamente superados por el beneficio académico y social de la informacion a

obtener.

Confidencialidad: Todos los pacientes que ingresaron al estudio fueron tratados con
apego estricto de confidencialidad, quedando prohibida la divulgacion de sus datos
personales y médicos. Las hojas de recoleccion de datos (Anexo Recoleccion de datos)
fueron mantenidas en resguardo en la UIMIQ de la UMAE Hospital de Especialidades del
CMN SXXI y unicamente fueron utilizadas por los investigadores con los propdsitos de la
investigacion en curso. En el expediente clinico del paciente se anotaron los datos clinicos
relevantes para el seguimiento de su padecimiento y los resultados de laboratorio. Los
reportes de la investigacion, como los articulos publicados o presentaciones en congresos

y foros académicos, no llevaron ningun dato personal de los participantes.

Seleccion de Participantes: Antes de invitar a cada paciente a participar en el proyecto, se
le explic6 ampliamente su patologia y las estrategias terapéuticas que le corresponden al

momento, asi como la posibilidad de participacién en la investigacién y los riesgos y
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potenciales beneficios que pueden derivar de ello.

Si el paciente decidié no ser seleccionado para el protocolo se continué su tratamiento tal
y como indic6 de acuerdo con el protocolo de tratamiento de pacientes con COVID-19 en
la UMAE Hospital de Especialidades de CMN “Siglo XXI”, acordes a la norma oficial
mexicana vigente y la normativa del IMSS. Se invitd a participar a los pacientes que
cumplieron con los criterios de inclusion y que exentaron los criterios de exclusién o

eliminacion.
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ASPECTOS DE BIOSEGURIDAD

1. La investigacion se consideré de riesgo minimo en aspectos de bioseguridad ya
gue se colectaron datos del expediente clinico, a través de un cuestionario, asi
como de la toma de muestra sanguinea por personal calificado y con material
estéril. Se anexa la carta de bioseguridad que informa acerca del manejo de
muestras de sangre. Los RPBI generados durante el estudio fueron manejados

bajo la norma NOM-087-ECOL-SSA1-2002.

2. Las muestras de sangre fueron recolectadas en el area asignada para manejo de
los pacientes con COVID-19. Una vez colectadas fueron colocadas en hieleras
etiguetadas adecuadamente para su transporte exclusivo a la Unidad de
Investigacion Médica en Inmunoquimica de la UMAE del Hospital de
Especialidades, Centro Médico Nacional Siglo XXI, por los investigadores

responsables del proyecto.

3. Las muestras de sangre fueron obtenidas de pacientes que cumplieron los criterios
de seleccion. Todo el material punzocortante que fue empleado para la toma de
muestras, asi como el desecho de estas en el laboratorio fueron depositados en
recipientes especiales, manejados por expertos para el desecho de estos. La
UIMIQ cuenta con campanas y areas para el trabajo con nivel de bioseguridad 2,

necesarias para el manejo de las muestras de estos pacientes.
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4. Las muestras de plasma o suero fueron almacenadas en ultracongeladores del
biobanco de la Unidad de Investigacion Médica en Inmunoquimica de la UMAE del
Hospital de Especialidades, Centro Médico Nacional Siglo XXI a -80°C hasta su

procesamiento.

5. Este protocolo no contempla el uso de farmacos o de procedimientos quirlrgicos
mas alla de los indicados por las normas vigentes para el tratamiento de infeccién
por SARS-CoV2, por lo cual los riesgos y efectos colaterales para el participante
son minimos, restringiéndose a la posible formacion de un hematoma debido a la
puncion de la vena para la toma de la muestra. Esto se explica con detenimiento en

la carta de consentimiento y asentimiento.
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RESULTADOS

Se reclutaron un total de 28 pacientes con COVID-19 hospitalizados en area designada
para dicha enfermedad dentro del Hospital de Especialidades Centro Médico Nacional
Siglo XXI, recabando los datos clinicos y laboratoriales mediante la hoja de recoleccién de
datos usada para este protocolo de investigacion, dichos datos son presentados en la

siguiente tabla:

Tabla 1. Datos demograficos y clinicos de Pacientes con COVID-19. Se realizaron analisis estadisticos mediante pruebas de chi-
cuadrada (variables categéricas) o Mann-Whitney (variables continuas) (o = 0,05). p > 0.05 *

VARIABLES TOTAL (N=28) SOBREVIDA(21) DECESOS(7) P
EDAD 51+13 49+11 59+16 0.00772
SEXO (%) FEM 39.3 FEM 33.3 FEM 57.1 0.3809

MASC 60.7 MASC 66.7 MASC 42.9
IMC (kg/m?) 30.54 + 6 27+35 32 +10 0.8053
DM % 21.4 23.8 14.3 0.0715
HTA% 21.4 19 29 0.0978
OBESIDAD % 53.6 57.1 42.9 0.0477
SOFA 3.6-14.3 4.8-9.5 14.3-28.6 0.1093
BULUT MODERADO 21.4 MODERADO MODERADO 0.6219

SEVERO 19 28.6

78.6 SEVERO SEVERO 71.4

81

LEUCOCITOS (10® 7.24-12 7.11-11.2 9.24-15 <0.0001
/uL)
PLAQUETAS (10° 226-350 222-347 224-585 0.6037
W)
NEUTROFILOS (10® | 6-10 5.9-10 7.72-11.15 0.2676
n)
LINFOCITOS 0.62-1.3 0.72-1.4 0.51-1.05 <0.0001
(10°/u)
MONOCITOS 0.3-0.6 0.3- 0.6 0.29-0.85 0.6497
(10%/p)
EOSINOFILOS 0 0 0 0.2895
(10°/u)
BASOFILOS 0.01-0.03 0.01-0.02 0.01-0.06 0.5092
(10% /1)
GLUCOSA (mg/dl) 91.25-131 93-133 87-105 0.0821
FERRITINA (ng/ml) 131 351-1919 760-1530 0.6512
PCR (mg/dl) 5.4-20.8 3.32-15 11.5-29 0.0080
DIMERO D (ug/ml) | 0.6-1.9 0.49-3 0.84-1.05 0.7244
FIBRINOGENO 322-793 97-766 671-914 0.0165
(ng/mL)
FIEBRE % 82.1 81 85.7 0.3408
TOS % 54 47.6 71.4 0.0009
FATIGA % 25 14.3 57.1 <0.0001
CEFALEA % 54 47.6 71.4 0.0009
DISNEA % 25 91 85.7 0.0003
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CONSTIPACION 0 0 0 NA
NASAL %

ARTRALGIAS% 50 52.4 42.9 0.2025
MIALGIAS% 79 76.2 85.7 0.0715
ODINOFAGIA % 32.1 38.1 14.3 0.0001
DIARREA % 29 28.6 28.6 >0.9999
DIAS DESDE EL 6-11 6-11 5-10 0.6847
INICIO DE LOS

SINTOMAS

TOXICOMANIAS 21 23.8 14.3 0.0715
(TABAQUISMO) %

IL-6 (pg/ml) 1.2- 104 1.2-64 84-142 0.0203
TNF-A (pg/ml) 3.32-3.32 3.32-33.62 3.32-3.32 >0.9999
IL-10 (pg/ml) 6-24 4.3-21 10.24-26 >0.1738

Los pacientes fueron divididos en dos cortes bajo los criterios de sobrevida (n=21) y
pacientes que fallecieron durante la estancia hospitalaria (n=7) analizados mediante

estadistica descriptiva con las pruebas de chi cuadrada o exacta de Fisher.

Dentro de las caracteristicas demograficas los pacientes contaron con una edad media de
51+13 afios, observando una diferencia significativa entre los pacientes con sobrevida y
los decesos (49 y 59 afios respectivamente); la obesidad también es un factor diferencial
(p=0.0477); dentro de las caracteristicas clinicas se observo un mayor numero de
leucocitos (p= <0.0001) en pacientes que fallecieron, sin embargo, tienen un menor
namero de linfocitos (p= <0.0001). Dentro de los marcadores de inflamacion de fase
aguda, se noto una mayor concentracion de fibrinbgeno (p= 0.016) y de proteina C
reactiva (p= 0.008) en aquellos pacientes que fallecieron, de manera general, también

presentaron mayores sintomas (tabla 1).
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Se determino la concentracion de las citocinas IL-6, IL-10 y TNF-alfa en pacientes graves
COVID-19 al inicio y 7 dias después del ingreso hospitalario y voluntarios sanos IL-6, IL-
10 y TNF-alfa en pacientes graves COVID-19 al inicio y 7 dias después del ingreso
hospitalario y voluntarios sanos. En el caso de la IL-6 no hay diferencia significativa entre
los pacientes COVID-19 y los voluntarios sanos, pero si se observa una disminucion de
esta citocina al dia 7 (p=0.05, Fig. 1a). Los pacientes COVID-19 tuvieron valores bajos de
TNF-a respecto a los voluntarios sanos (p= < 0.0001), pero el seguimiento de estos
pacientes al dia 7, no mostro ningin cambio en la concentracién de esta (Fig. 1b). Los
valores de la interleucina IL-10 en pacientes COVID-19 resulto alta en comparacion con
los voluntarios (p=0.0053), pero al dia 7 no hubo cambio significativo en cuanto su

concentracion periférica (Fig. 1c).
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Figura 1. Cuantificacion de citocinas IL-6, TNF-a e IL-10 en pacientes COVID-19 por
citometria de flujo. Comparacion de citocinas IL-6 y voluntarios sanos, en el la cual no se
observa diferencia significativa, en el seguimiento de los pacientes al dia 7, se presenta
una disminucioén significativa p= 0.05 (a); en b, se muestra la cuantificacion para TNF-a en
pacientes COVID-19 y voluntarios sanos con una diferencia significativa de p= 0.001, en
el seguimiento se mantuvo en los mismos niveles al dia 7; la IL-10 aumenta en pacientes
COVID-19 en comparacion con voluntarios sanos (c), al seguimiento al dia 7 no hay
diferencia significativa. Prueba t-student seguida de Mann-Whitney.
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La evolucion de los pacientes se evalué mediante la escala SOFA y esta se relacion6 con
la concentracion de las citocinas en suero de los pacientes, para determinar si existia una
inferencia de estas con la evolucién de los pacientes, obteniendo nula correlacion (Fig. 2),
las citocinas estudiadas en este trabajo no tienen inferencia en la evolucion de los
pacientes COVID-19. Sin embargo, se realiz6 un modelo de Regresion logistica binaria
para englobar la participacion de las 3 citocinas con el desenlace de la enfermedad,
tomando dos resultados, mejoria y deceso (tabla 2), el modelo descarto a TNF-a, con lo
gue se puede inferir que esta no contribuye con el desenlace de la enfermedad, mismo
gue podemos corroborar con la correlacion individual e incluso con el seguimiento de los
pacientes, ya que no hay cambio en las concentraciones. Para la IL-6 el modelo explica
gue entre mas concentracion de IL-6 tiene un paciente mayor probabilidad de desenlace
negativo (fallecer) tendra (p=0.16), ademas, la IL-10 marco una tendencia positiva
(mejoria) en el modelo, es decir, cuanto mayor sea la presencia de IL-10, la probabilidad

de sobrevivir es alta.

Tabla 1. Correlacion de las citocinas IL-6, TNF-a e IL-10 con el desenlace de la
enfermedad. Modelo de regresion logistica binaria, donde explica un modelo de
probabilidades de desenlace negativo si el valor de IL-6 es elevado p= 0.016 y un
desenlace favorable para los niveles bajos de IL-10 como tendencia.

B Error Wald gl Sig. Exp(B) 95% C.I. para EXP(B)
estandar Inferior Superior
IL6 .039 .016 5.756 1 .016 1.039 1.007 1.073
IL10 -.046 .055 723 1 .395 .955 .858 1.062
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DISCUSION

En esta emergencia sanitaria se han sumado todos los esfuerzos por contener la
pandemia, se ha visto necesaria integrar de manera oportuna la atencién medica con la
investigacion, para encontrar herramientas que permitan, valorar y manejar
adecuadamente a los pacientes COVID-19. Se han querido describir biomarcadores
biolégicos que pronostiquen la evolucion de los pacientes o su desenlace; se ha
considerado al antagonista de la IL-6 como un posible tratamiento para la COVID-19, ya
gue se ha observado que una elevacion moderada, cerca de los 80 pg/ml es suficiente
para identificar pacientes con riesgo de falla respiratoria y muchos estudios muestran que
al tratar pacientes con su antagonista el porcentaje de mortalidad baja.!! Nuestros
resultados no pueden concordar con lo reportado a este respecto, ya que , los pacientes
incluidos en este estudio estan en estadio grave, por definicion operacional, no requieren
ventilacion mecanica y no presentan aun sintomas de falla respiratoria, sin embargo,
aporta informacion sobre la consideracion en la presencia de IL-6 en suero de los
pacientes al ingreso al hospital como un factor determinante para un desenlace fatal,
donde para los pacientes fallecidos los niveles de IL-6 estan por arriba de los 80 pg/ml, y
los sobrevivientes por debajo de los 64 pg/ml y considerar el tratamiento con algun
antagonista de la IL-6 en estos pacientes. Por otra parte, la IL-10 se encuentra elevada
con respecto a los voluntarios sanos, lo cual corresponde por lo ya reportado en la
literatura, donde se observa un incremento de esta citocina en la primera semana de
evolucion del paciente.*? Varios estudios han reportado una relaciéon de este incremento
en la citocina IL-10 con la severidad de la enfermedad,*3'41> sin embargo, en nuestro

estudio esto no se cumple, pues nuestros resultados arrojan que no hay dicha relacién,
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como ya lo habian reportado en un estudio realizado en Francia y otro en Irlanda en el
cual tampoco encontraron relacién, ni significancia.'®’ En el seguimiento de los
pacientes, se ha reportado que la IL-10 recae en el curso de 2-3 semanas, en nuestro

estudio no se pudo corroborar esto ya que el seguimiento es a los 7 dias. & 1°

El papel de TNF-a en COVID-19 esta siendo estudiado como modular de la respuesta
inflamatoria e incluso como tratamiento junto con la IL-6, desafortunadamente en nuestro
estudio esta citocina no resulto en ningn cambio en el seguimiento de los pacientes, sin
embargo sus valores son significativamente menos que los voluntarios sanos, lo cual no
concuerda con la mayoria de los resultados reportados, seria importante aumentar el
numero de pacientes en todas las variables para que la estadistica sea representativa.
Ademas, es de vital importancia buscar estas citocinas en el pulmon y observar el efecto
que hacen el, ala IL-10 y TNF-a se les considera como protectoras del tejido pulmonar 2°,

incluso se ha reportado este efecto en modelos animales con ventilacibn mecanica.
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CONCLUSION

No se encontraron correlaciones entre las citocinas 1l-6, 11-10 y TNF-a con la
evoluciéon de la enfermedad, sin embargo, se observa que a mayores
concentraciones de IL-6 mas probabilidades de deceso tienen los pacientes
COVID-19, y esto concuerda clinicamente al tener niveles bajos en los
sobrevivientes contra los decesos. Se resalta la necesidad de aumentar el numero
de pacientes con la finalidad de mayor potencia estadistica. Este estudio es una
aproximacion a los marcadores de riesgo que seran de vital ayuda en el manejo de

pacientes COVID-19.
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ANEXO
Anexo 1. Carta de consentimiento informado

3

INSTITUTO MEXICANO DEL SEGURO SOCIAL
UNIDAD DE EDUCACION, INVESTIGACION

\D
IMSS

SEGURIDAD ¥ SOLIDARIDAD SOCIAL

Nombre del estudio:

Patrocinador externo (si aplica):
Lugar y fecha:
NUmero de registro institucional:

Justificacion y objetivo del estudio:

Procedimientos:

Posibles riesgos y molestias:

Posibles beneficios que recibira al participar
en el estudio:

Informacion sobre resultados y alternativas
de tratamiento:

Participacion o retiro:

Y POLITICAS DE SALUD

COORDINACION DE INVESTIGACION EN SALUD

Carta de consentimiento informado para participacion en

protocolos de investigacion (adultos)

“Efecto de las citocinas IL-10, IL-6 y TNF alfa en suero de pacientes con
inflamacion sistémica por COVID-19 y su relacion con la evolucion de la
enfermedad”

NO APLICA

A usted se le invita a participar en este estudio por que cumple con los criterios de
inclusién, que dentro de ellos es presentar la enfermedad COVID-19, generada por el
virus SARS-CoV2 (Coronavirus).

Nuestro objetivo es conocer si un tipo de células de defensa (linfocitos T) y los niveles de
anticuerpos llamados IgG (unas moléculas que se elevan durante la infeccion), se
asocian con el desenlace de la enfermedad.

Al igual que usted, otras personas mas seran invitadas a participar. Su participacion en
este estudio es completamente voluntaria. Por favor lea la informacion que le
proporcionamos, y haga las preguntas que desee antes de decidir si desea o no
participar.

Si usted acepta participar ocurrira lo siguiente:

Le pediremos que nos permita tomarle de su brazo dos muestras de sangre, una al inicio
de su evaluacion por el servicio de emergencia/urgencias. La cantidad de sangre que le
tomaremos en cada ocasion equivale a una cucharada sopera regular (6mL). También
requerimos que nos otorgue autorizacion para tomar algunos datos de su expediente
clinico que nos permitan saber detalles del proceso infeccioso.

De cada una la muestra de sangre, tomaremos una pequefia parte y la pondremos en
contacto con moléculas (anticuerpos sintéticos) que al unirse o no a las células
(linfocitos) en su sangre indican el tipo de célula, conjuntamente, se mediran la cantidad
de anticuerpos que ha producido en respuesta a la infeccion.

Dolor o moretén en el brazo donde entra la aguja para tomar la sangre. En este estudio
mas alla del dolor minimo asociado con la toma de sangre, las molestias son la
recopilacion de la informacion mediante el cuestionario y la toma de signos vitales. La
informacion recopilada de su expediente clinico sera tomada bajo absoluta reserva y no
se manipularan sus datos personales ya que no son necesarios para el analisis.

Aungue directamente no obtendra ningln beneficio de los datos obtenidos, estos
permitiran verificar si la activacion de las células mieloides pueden o no servir como
indicadores de los pacientes a complicarse o resolver més rapido la enfermedad y
orientar la vigilancia selectivamente en un futuro para oras personas que lleguen a
padecer de COVID-19 o enfermedades parecidas.

Usted recibira el tratamiento adecuado para resolver la infeccion respiratoria que padece,
independientemente que resulte ser por COVID-19 u otro agente infeccioso diferente a
SARS CoV2, en el remoto caso de presentarse complicaciones asociadas a su
participacion en el presente estudio, el IMSS otorgara y cubrira todas las atenciones
requeridas.

Si a Usted le interesan conocer sus resultados de lo que analizamos de su sangre y
células de defensa, puede contactar al responsable del proyecto, el Dr. Constantino Ill
Roberto Lépez Macias al teléfono 55 56 276900 ext. 21476

Su participacion en este estudio es completamente voluntaria. Si usted decide no
participar, seguiré recibiendo la atencion médica brindada por el IMSS, se le ofreceran
los procedimientos establecidos dentro de los servicios de atencion médica del IMSS. Es
decir, que, si usted no desea participar en el estudio, su decision, no afectard su relacién
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con el IMSS y su derecho a obtener los servicios de salud u otros servicios que recibe
del IMSS. Si en un principio desea participar y posteriormente cambia de opinién, usted
puede abandonar el estudio en cualquier momento. El abandonar el estudio en momento
gue quiera no modificara de ninguna manera los beneficios que usted tiene como
paciente atendido en el IMSS. Para los fines de esta investigacion sélo utilizaremos la
informacién que usted nos ha brindado desde el momento en que acepto participar y
hasta el momento en el cual nos haga saber que ya no desea participar.

Privacidad y confidencialidad: La informacién que obtengamos de su expediente clinico sera guardada de manera
confidencial, para garantizar su privacidad. Cuando los resultados de este estudio sean
publicados o presentados en conferencias no se daré informacion que pudiera revelar su
identidad. Su identidad sera protegida y ocultada. Para proteger su identidad le
asignaremos un nimero que utilizaremos para identificar sus datos, y usaremos ese
nimero en lugar de su nombre en nuestras bases de datos.

Declaracién de consentimiento:

Después de heber leido y habiéndoseme explicado todas mis dudas acerca de este estudio:

I:I No acepto participar en el estudio.
I:I Si acepto participar y que se tome la muestra solo para este estudio.
I:I Si acepto participar y que se tome la muestra para este estudios y estudios futuros, conservando su sangre hasta por

seis__ meses tras lo cual se destruira la misma.

En caso de dudas o aclaraciones relacionadas con el estudio podradirigirse a:

Investigadora o Investigador Responsable: Dr. Eduardo Ferat Osorio, Division de Investigacién en Salud, Unidad de Investigacion
Médica en Inmunogquimica y Servicio de Gastrocirugia, Hospital de Especialidades del
Centro Médico Nacional Siglo XXI. IMSS. Tel: 56276900 ext. 21476

Colaboradores: Dr. Jorge Alberto Carmona Meza. Teléfono: 7442080373

En caso de dudas o aclaraciones sobre sus derechos como participante podra dirigirse a: Comité Local de Etica de Investigacion en Salud
del CNIC del IMSS: Avenida Cuauhtémoc 330 4° piso Bloque “B” de la Unidad de Congresos, Colonia Doctores. México, D.F., CP 06720.
Teléfono (55) 56 27 69 00 extensién 21230, correo electronico: comité.eticainv@imss.gob.mx

Nombre y firma del participante Nombre y firma de quien obtiene el consentimiento
Testigo 1 Testigo 2
Nombre, direccién, relacién y firma Nombre, direccién, relacién y firma

Este formato constituye una guia que debera completarse de acuerdo con las caracteristicas propias de cada protocolo de investigacion,
sin omitir informacion relevante del estudio.
Clave: 2810-009-013
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ANEXO 2. CARTA DE RECOLECCION DE DATOS

Nombre del paciente

Numero de afiliacion

Teléfono

Edad

Genero

Masculino

Peso (kg)

Talla (m)

Comorbilidades (indice de Charlson)

Diabetes Si (1) | No (0) | Hipertension Arterial No
(D3°Mmp"ca°‘°” conicade | g (1) [ No (0) | Disipidemia No
Eg‘;;g:;dad arterial Si (1) | No (0) | insuficenci cardiaca Iv No
Enfermedad vascular S (1) | No (0) | cardiopatia isquémica /1AM No
cerebral
Demencia Si (1) | No (0) | Insuficiencia renal cronica No
Comorbilidades
Epilepsia Si (1) | No (0) | Insuficiencia hepatica aguda No
Enf. Tejdo conectivo Si (1) | No (0) | Cirrosis hepatica No
Hipotiroidismo Si (1) | No (0) | Lupus No
inmunosupresion Si (1) | No (0) | infeccion VIH /SIDA No
RCP previo a ingreso Si (1) | No (0) | EPOC No
Linfoma Si (1) | No (0) | Leucemia No
Tumor solido Si (1) | No (0) | Ulcera gastroduodenal No
Tabaquismo Si (1) | No (0) | Exposicion humo No
Medicacién Crénica
Diagndstico de ingreso
Fecha ingreso a TRIAGE
Fecha de ingreso a unidad COVID
Fecha de inicio de sintomas
Sintomas iniciales Si No
Otros sintomas Fiebre Fatiga
Disnea Diarrea
Tos Nauseas
Rinorrea Hiposmia/anosmia
Expectoracion Artralgias
Mialgias Cefalea
Artralgias Dolor toracico
Disgeusia Otros, especifique
Parametro Ingreso Dias 3-7 Dia

Laboratorios

Hemoglobina

Leucocitos totales

Linfocitos totales

Neutréfilos totales

Plaquetas

Creatinina

Glucosa

Bilirrubinas totales

DHL

Proteina C reactiva

Procalcitonina

Dimero D

Fibrindgeno

CK total

Uresis (ml/kg/hora)

Lactato




ANEXO 3. CARTA DE BIOSEGURIDAD

CARTA DE ANUENCIA POR EL COMITE DE BIOSEGURIDAD PARA EFECTUAR EL
ESTUDIO, CON IMPLICACIONES DE BIOSEGURIDAD

Quien suscribe Dr. Eduardo Ferat Osorio con nimero de matricula 874301, adscrito a la Division de Investigacion, y
Servicio de Gastrocirugia del Hospital de Especialidades “Dr Bernardo Sepulveda

Gutiérrez”, Centro Médico Nacional “Siglo XXI”, hace constar que el protocolo titulado: “Asociacion de niveles
séricos de quimiocinas con el desenlace y dias de estancia hospitalaria de pacientes con Sindrome Agudo Respiratorio
Severo por COVID19”, del cual es responsable, TIENE IMPLICACIONES DE

BIOSEGURIDAD debido a que se trabajara con (marcar las opciones que apliquen):

X) Material bioldgico infecto-contagioso: Tejido sanguineo de pacientes con COVID19
() Cepas patogenas de bacterias o parasitos: _ (bacteria o parasito) (Virus:___ (virus)

() Material radiactivo: __ (radioisétopo(s))
() Animales y/o células y/o vegetales genéticamente modificados: (tipo de material)

() Sustancias toxicas, peligrosas o explosivas: (tipo de material)

( ) Material que puede poner en riesgo la salud o la integridad fisica del personal de salud o los
derechohabientes del IMSS o afectar al medio ambiente: ____ (tipo de material)

() Animales (de laboratorio, granja o vida silvestre):
( )Trasplante de células, tejidos u 6rganos
() Terapia celular
Asimismo, declara que conoce, ha leido y cumplira las normas, reglamentos y manuales de bioseguridad que
apliquen al proyecto (consultar: “Bioseguridad en la Investigacion en Salud” de la pagina web de la Coordinacion
de Investigacion en Salud del I.M.S.S.)

(Enlistar los documentos que apliquen):

a) NOM-087-ECOL-SSA1-2002, aplicando todas las especificaciones descritas para la
proteccién de los binomios ambiental-salud, ambiental-residuos peligrosos, asi como el manejo y clasificacion de
Residuos Peligrosos Bioldgico-Infecciosos (RPBI) de manera adecuada, por lo cual esta normatividad sera
respetadaen su totalidad en la presente propuesta de investigacion.

También manifiesta que existe evidencia documental auditable de que:

a) Se cuenta con los permisos y/o licencias oficiales que se requieran para llevar a cabo el trabajo
propuesto.

b) Las instalaciones de los laboratorios involucrados se encuentran en estado satisfactorio de
operacion yson adecuadas para llevar a cabo el trabajo propuesto.

c) El equipo a utilizar se encuentra en estado satisfactorio de operacion.

d) Existen dispositivos personales de proteccion que se encuentran en estado satisfactorio de
operacion.

e) Los involucrados en el proyecto, incluyendo a los estudiantes que participen en el mismo, han
recibido la capacitacion necesaria para trabajar con el material sefialado anteriormente.

f) Se mantendran las condiciones adecuadas de instalaciones, equipo y personal durante el

desarrollo delproyecto y que el protocolo se suspenderaen caso de haber alguna irregularidad.

Dr. Eduardo Ferat Osoriolnvestigador Titular A.

Division de Investigacién en Salud, Unidad de Investigacion Médica en Inmunoquimica y Servicio de
Gastrocirugia

Hospital de Especialidades del Centro Médico Nacional Siglo XXI. IMSS.Tel: 56276900 ext. 21476
Correo electrénico: eduardoferat@me.com
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