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RESUMEN
En diciembre del 2019, en la ciudad de Wuhan, provincia de Hubei, China, se reportaron
27 casos de neumonia de etiologia desconocida, con siete pacientes graves, todos los casos
estaban asociados a trabajadores o visitantes de un mercado de mariscos, Huanan Seafood
Wholesale Market. Este fue el inicio de la aparicion del nuevo Coronavirus SARS-CoV-2, el

cual ha causado un alto impacto a la salud publica.

Los sintomas pueden ser variados de persona a persona, pudiendo presentar un cuadro leve,
moderado o severo, dependiendo del estado de salud del paciente, de su inmunidad innata y
de la dosis del indculo viral. La progresion de la enfermedad puede representarse en tres
fases: multiplicacion viral aguda, hiperactividad de la respuesta inmune y recuperacion

pulmonar o destruccion pulmonar que conduce a la muerte. (1)

En un estudio, se analizo el suero de pacientes que desarrollaron SARS grave, se encontro la
presencia de altos niveles de citocinas pro-inflamatorias (IFNy, IL-1, IL-6, IL-12 y TGF-p)
y quimiocinas (CCL2, CXCL10, CXCL9 e IL-8), en comparacion con los pacientes que no
desarrollaron una enfermedad grave. (2)

Por tanto, al evaluar el perfil de citocinas Th1/Th2 se podra comprender mejor el desbalance
provocado por el nuevo HCoV (Coronavirus humano) y conocer el porqué es un marcador

importante de desenlace fatal en la enfermedad.

Para este proyecto, se analizé a través de PCR en punto final, el perfil de citocinas Thly Th2
de un total de 80 muestras de hisopados nasofaringeos. Los resultados obtenidos nos
muestran como durante el curso de la enfermedad hay una exacerbacion de la produccion de
citocinas pro-inflamatorias causada por la constante activacion de macrofagos, producto de
la presentacion antigénica, se observo una predominancia de una respuesta Thl durante la
enfermedad y al paso del estado patolégico, ademas de como los sinergismos entre citocinas
pueden conducir a un cuadro mas grave para el paciente, por tanto al poder controlar la
produccion descontrolada de estas moléculas, se podria tener un mejor prondstico de la
enfermedad.



INTRODUCCION

Dia a dia los seres humanos nos enfrentemos a un gran nimero de agentes infecciosos
que comprometen nuestro estado de salud, como: bacterias, parasitos, hongos y virus;
afortunadamente, también contamos con el sistema inmunoldgico, cuya funcidén es
protegernos de los patdégenos que hay a nuestro alrededor. A pesar de ello, nuestro estilo de
vida puede dar origen al desarrollo de nuevos patdgenos altamente infecciosos que burlan
nuestro sistema inmunoldgico, causando grandes afectaciones a la salud pablica, un ejemplo
de esto es la aparicion del nuevo coronavirus, SARS-CoV-2 y con ello la aparicién de una
enfermedad desconocida, COVID-19.

En las ultimas décadas, los coronavirus humanos han evolucionado, convirtiéndose en una
amenaza de salud pablica mundial, ya que surgen de manera inesperada trayendo consigo

grandes consecuencias.

La respuesta inmunitaria es esencial para controlar y eliminar las infecciones por HCoV, sin
embargo, una respuesta desajustada puede dar origen a inmunopatologias y alteracion del
intercambio gaseoso pulmonar. (3)

El curso clinico de los SARS se presenta en tres fases distintas. La fase inicial se caracteriza
por una fuerte replicacion del virus acompafiada de fiebre, tos y otros sintomas, una segunda
fase clinica asociada a fiebre alta, hipoxemia y progresion a sintomas similares a los de la
neumonia, durante la tercera fase, hay una progresion a SDRA (Sindrome de dificultad
respiratoria aguda), que puede llevar a la muerte, resultado de una respuesta inflamatoria
exuberante del huésped (2). Por tanto, al comprender de mejor manera la interaccion entre
el nuevo virus y el sistema inmune, ayudaria a encontrar tratamientos mas especificos y

eficaces, disminuyendo las muertes por COVID-109.

Las citocinas son proteinas o péptidos de bajo peso molecular, las cuales regulan la intensidad
y la duracion de la respuesta inmune al inhibir o estimular la activacion, proliferaciéon y
diferenciacion de diversas células y controlar la secrecién de anticuerpos y otras citocinas.
Epidemias previas por coronavirus humanos, han demostrado que las neumonias graves que
estos producen estan asociadas a una rapida replicacion del virus, una masiva infiltracion de
células inflamatorias al tejido pulmonar y una elevada produccion de citocinas y quimiocinas

pro-inflamatorias.



La deteccidn de citocinas se hace en tres fases, la primera consiste en la extraccion y
purificacion de los &cidos nucleicos del SARS-CoV-2 de una muestra de hisopado
nasofaringeo, seguido de la amplificacion de segmentos seleccionados del genoma del
microorganismo mediante la PCR y finalmente se realiza la deteccion de los fragmentos

amplificados mediante la hibridacion de sondas especificas. (4)
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MARCO TEORICO
VIRUS

Los virus son un conjunto de genes empaquetados en un recubrimiento que contiene proteinas
(capside), y en algunos casos, cuentan con una envoltura externa de lipidos, proteinas y
glucoproteinas, Ilamada membrana. (5) Utilizan los recursos de su hospedador para poder

multiplicarse.

Algunas caracteristicas son:

v Contienen un unico tipo de acido nucleico, ya sea ARN o ADN, este Gltimo puede
ser monocatenario o bicatenario, lineal o circular, el ARN puede ser en sentido

positivo 0 negativo, de doble cadena o de doble polaridad (ambisense). (6)

v Sutamafio va de 10 a 1000 nm y el rango de su genoma va de 3000 a 1x10° pb.

<

Algunos completan su replicacion en minutos y otros en dias, semanas o meses. (7)

v Las proteinas de la capside pueden unirse al genoma para formar una nucleocépside,

y representa la forma empacada del genoma viral.

v No poseen maquinaria metabolica o de produccion de energia. (8)
SARS-CoV-2

Los coronavirus son causantes de algunas infecciones respiratorias que pueden desencadenar

neumonias graves, estos virus se han clasificado de la siguiente manera:

Dentro del orden de los Nidovirales, se encuentran las familias: Coronaviridae, Arteriviridae,
Mesoniviridae y Roniviridae, la familia Coronaviridae a su vez se divide en dos subfamilias:
Coronavirinae y Torovirinae (9), la subfamilia Coronavirinae, es categorizada en cuatro
géneros: Alfacoronavirus, Betacoronavirus, Gammacoronavirus y Deltacoronavirus, los dos

primeros géneros afectan a los humanos, mientras que los Gltimos dos, a las aves. (10)

Son siete los coronavirus de importancia médica y pertenecen a los géneros alfa y
betacoronavirus, desde el punto de vista epidemiolégico se pueden clasificar (Ver cuadro 1)
como coronavirus adquiridos en la comunidad (HCoV), lo cuales estdn asociados a
enfermedades leves del tracto respiratorio superior y coronavirus zoonoticos, los cuales

afectan al tracto respiratorio inferior y pueden causar una neumonia fatal.
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Cuadro 1. Clasificacion de los coronavirus de importancia médica.

Adquiridos en la comunidad (HCoV) Zoondaticos
HCoV 229E SARS-CoV
HCoV 0C43 MERS-CoV
HCoV NL63 SARS-CoV-2
HCoV HKU-1

HCoV: Coronavirus humanos, SARS: Sindrome Respiratorio Agudo Severo, MERS: Sindrome
Respiratorio de Oriente Medio

Los HCoV circulan libremente en todo el mundo, causando enfermedades respiratorias leves,
son causantes de aproximadamente el 10-30% de los resfriados comunes (10), caso contrario
ocurre con los coronavirus zoonoticos, deben su nombre por ser originalmente virus presentes
en animales que no afectan al hombre, pero que en ocasiones nuestro estilo de vida puede dar
origen a mutaciones, traslocaciones, inserciones, deleciones etc. de estos, que al sufrir
cambios genéticos pueden dar origen a agentes infecciosos nuevos, causantes de
enfermedades desconocidas que afectan al hombre. Los betacoronavirus zoonéticos estan
filogenéticamente relacionados con los coronavirus de murciélagos, los cuales podrian haber
sido su fuente para el hombre ya sea directa o indirectamente a través de un hospedero
intermediario, estos virus reciben el nombre de SARS ya que pueden causar un Sindrome

Respiratorio Agudo Severo.

El primer reporte de una infeccion causada por un SARS ocurrié en noviembre del 2002 en
la provincia Guangdong, China, caus6 una epidemia que durd aproximadamente siete meses,
se cree que el huésped intermediario fue una civeta. (11) En el 2012, en Arabia Saudita fue
reportada una infeccion por otro SARS, pero se le dio el nombre de MERS-CoV (Sindrome
Respiratorio de Oriente Medio) por el lugar en donde se origino, los pacientes afectados por
este virus desarrollaron una neumonia grave e insuficiencia renal, se cree que su huésped

intermediario fue el dromedario. (12)

En diciembre del 2019, en la ciudad de Wuhan, provincia de Hubei, China, se reportaron 27

casos de neumonia de etiologia desconocida, con siete pacientes graves, todos los casos
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estaban asociados a trabajadores o visitantes de un mercado de mariscos, Huanan Seafood
Wholesale Market, en dicho lugar no solo se comercializaba comida marina, también se
dedicaban a la venta y consumo de animales silvestres, el primer caso de neumonia se report6
el 8 de diciembre del 2019. (13)

El uso de métodos de secuenciacion profunda, que no requieren informacion previa sobre el
agente que se busca, asi como el aislamiento en cultivo de células, seguido de microscopia
electronica y de secuenciacion profunda, demostré que se trataba de un agente viral nuevo,
perteneciente al grupo de los betacoronavirus, inicialmente fue llamado 2019-nCov,
genéticamente relacionado, pero distinto al agente del SARS. (14) El 11 de febrero del 2020,

el nombre del virus cambi6 a SARS-CoV-2.
e Organizacién genémica.

Los coronavirus son virus esféricos con un didametro de 118-136 nm, su genoma consiste en
ARN monocatenario, lineal, no segmentado, de polaridad positiva de 25-32kb, cuenta en el
extremo 5’ no codificante, con un casquete de 7 metil guanosina, o cap, y en el extremo 3’
con una cola poliadenilada (poli A), (9) lo que le permite actuar como ARNm para la
traduccion de proteinas estructurales y accesorias. Posee una nucleocépside de simetria
helicoidal y una envoltura externa, en la nucleocapside, el genoma viral esta asociado con la
proteina de la nucleocapside (N), y en la envoltura externa se encuentran las proteinas
estructurales Spike (S), proteina de membrana (M) y la proteina de envoltura (E), asi como
proteinas accesorias como la hemaglutinina esterasa (HE), proteina 3 y proteina 7a. (15) (Ver
figura 1)

Aproximadamente dos terceras partes del genoma, hacia el extremo 5’ codifican para el gen
de la replicasa viral, el cual estd constituido por dos ORF (ORF 1a y ORF 1b), los cuales,
durante la replicacion son traducidos en dos poliproteinas: pplay pplab, posteriormente son
procesados proteoliticamente para dar origen a 16 proteinas no estructurales, entre las que se
destaca la ARN polimerasa dependiente de ARN (RdRp), una helicasa y dos proteasas, que
estan implicadas en la replicacion del genoma viral y en la transcripcion de ARNm
subgenomicos (sgARNs). El ultimo tercio del genoma, hacia el extremo 3’, codifica para los
genes de las cuatro proteinas estructurales (S, M, E y N) y las proteinas accesorias. (15) (Ver

figura 2)
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Proteina Spike (S): Pesa aproximadamente 150kDa, estd formada por homotrimeros,
permitiéndole tener una estructura en forma de espiga, su principal funcién es facilitar la
unién del virus al receptor de la célula huésped. Posee dos dominios: S1 (N-terminal), que se
une al receptor y S2 (C-terminal) que forma el tallo de la proteina para anclarse a la

membrana del virion. (16)

Proteina de Membrana (M): Es la mas abundante y es la que le da forma curva, pesa
alrededor de 25-30 kDa, contiene tres dominios transmembranales, tiene un pequefio
ectodominio glicosilado N-terminal y un endodominio mas largo C-terminal que se extiende

dentro de la particula viral, es responsable del transporte transmembrana de nutrientes. (17)

Proteina de Envoltura (E): Pesa de 8-12 kDa, se encuentra en pequefias cantidades dentro
del viridn, es una proteina transmembranal, con un ectodominio N-terminal y un

endodominio C-terminal y posee actividad de canal iénico.

Proteina de Nucleocépside (N): Es la Gnica presente en la nucleocapside, esta compuesta por
dos dominios separados, un dominio N-terminal y un dominio C-terminal, ambos son capaces
de unirse al ARN en forma de collar de perlas, la proteina N se encuentra fosforilada e

insertada dentro de la bicapa de fosfolipidos en la envoltura viral.

Hemaglutinina Esterasa (HE): Actlia como hemaglutinina, uniéndose a los acidos sialicos
en las glicoproteinas de superficie, tiene actividad de acetil-esterasa, la cual favorece la
entrada a las células huésped y su propagacion a través de las mucosas. (9)

Proteinas no estructurales (nsps) Proteinas estructurales y accesorias
s s
I h'd ob ™
5 ORF1a s 3aPEMe 70820 N B
ORF1b
sitio de cambio de marco de . !
lectura ' .
f'=-»|-' !
pplafif 2] 3 Ta[s[e]7]s]e[10fn]
pptab(1f2] 3 Ja|5]e|7[sofr0] 12 | 13 [1a[a5]16] Figura 1. Estructura genémica del SARS-CoV-2
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Figura 2. Estructura del SARS-CoV-2, HE: Hemaglutinina Esterasa.
e Replicacion viral.

Para que un virus pueda infectar a una célula huésped, es necesario que este se una a un
receptor de superficie celular, en el caso del SARS-CoV-2, la union se da a través de la
proteina S, siendo su receptor de superficie celular la enzima convertidora de angiotensina 2
(ECAZ2) (17), este receptor se halla expresado en el tracto respiratorio bajo, en el pulmon se
expresa principalmente en las células alveolares tipo 2, corazon, rifion, estomago, higado,
testiculos, vejiga, esofago, intestino y en la cavidad oral esté en las células epiteliales de la
lengua, (18) su funcion principal es reducir la presion arterial, con efecto protector frente a
la hipertension, arteriosclerosis y en otros procesos vasculares y pulmonares, al catalizar la
escision de angiotensina Il (un péptido vasoconstrictor) en angiotensina 1-7 (un
vasodilatador). (19)

La proteina S posee dos subunidades (S1y S2), la subunidad S1 es la que interacciona y se
une al receptor de ECA2 por medio del dominio de union al receptor (RBD), mientras que la
subunidad S2 determina la fusién de la membrana del virus con la de la célula huésped, para
que el virus complete la entrada en la célula hospedera, la proteina S debe de ser escindida
proteoliticamente por la enzima proteasa de serina transmembrana tipo 2 (TMPRSS2). La
escision de la proteina S ocurre en dos diferentes posiciones de la subunidad S2, esto
contribuye a la separacién de la union RBD de la subunidad S1 con el receptor ECA2 y a la
posterior fusion de las membranas, facilitando asi, la entrada del virus a la célula huésped

por medio de endocitosis. (20)
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Una vez completado el ingreso del virus al citoplasma, la nucleocdpside se libera,
permitiendo la salida del ARN genomico viral, la secuencia de ARN acta como un ARNm
donde se transcribe el gen de la replicasa viral (hacia el extremo 5’), este gen codifica dos
ORF, replay replb, los cuales expresan dos poliproteina, pplay pplab, para expresarlas el
virus utiliza una secuencia deslizante (5’-UUUAAAC-3’) y un pseudonudo de ARN que
provoca el desplazamiento de marcos ribosomales desde el marco de lectura repla hacia el
ORF de replb, generalmente el ribosoma desenrolla el pseudonudo y continua la traduccion
hasta que se encuentra el codén de paro de repla, sin embargo, en ocasiones el pseudonudo
bloquea el ribosoma para que no continde con la elongacion haciendo que se detenga la
secuencia, cambiando el marco de lectura, retrocediendo un nucleotido resultando en la
traduccion de pplab. (21) Las poliproteinas son procesadas proteoliticamente por enzimas
proteasas como la quimiotripsina codificada viralmente (3CLpro), proteasa principal (Mpro)
y una o dos proteasas similares a la papaina, lo que da lugar a la produccidon de las 16 nsps
designadas nspl a nsp 16, (22) ppla codifica para las nsps de la 1-11 y pplab de la 1-16, en

el cuadro 2 se enlistan las 16 nsps y las funciones que cumplen.

Las nsps son necesarias para formar el complejo replicasa transcriptasa (RTC), el cual, es
ensamblado en vesiculas de doble membrana originadas a partir del reticulo endoplasmatico,
este complejo crea un entorno adecuado para la sintesis del ARN viral, por tanto, estan
implicadas en la replicaciéon del ARN vy transcripcidn de los sgARN, que codificaran para la

sintesis de las proteinas estructurales y accesorias.

Cuadro 2. Funciones de las nsps.

Nsps Funcién

nsp 1 Promueve la degradaciéon del ARNm celular y bloquea la traduccion

de la célula huésped, provocando el blogqueo de la respuesta inmune

innata.
nsp 2 Desconocida
nsp 3 Proteina transmembranal con multidominios, sus actividades
incluyen:
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e Dominios Ubl1y Ac: interactdan con la proteina N

e Actividad ADRP, promueve la expresion de citocinas

e Dominio PLPro/Deubiquitinasa, escinde la poliproteina viral y
bloquea la respuesta inmune innata

e Dominios Ubl2, NAB, SUD y Y: funciones desconocidas

nsp 4 Importante para la correcta estructura de la doble membrana
nsp 5 3Mpro, division de polipéptidos, inhibicion de la sefializacion de IFN
nsp 6 Proteina transmembranal que participa en la formacién de vesiculas

de doble membrana

nsp 7 Forma un complejo hexadecamérico con nsp8

nsp 8 Forma un complejo hexadecamérico con nsp7 y puede actuar como
primasa

nsp 9 Proteina de unién a ARN

nsp 10 Cofactor con nsp 14 y 16, forma un heterodimero con ambos

estimulando la actividad de ExoN y 2-O-MT

nsp 11 Desconocida

nsp 12 RdRp

nsp 13 ARN helicasa, ARN-5’-trifosfatasa (sintesis del cap en 5°)
nsp 14 Exoribonucleasa, N7-Mtasa, ExoN, la N7-Mtasa afiade el cap al

extremo 5’ del genoma viral, la actividad ExoN es importante para la

correccion del genoma viral
nsp 15 Endoribonucleasa Nendo U

nsp 16 2’-O-Mtasa, protege al ARN viral del reconocimiento de MDA5

Ubl: proteina similar a la ubiquitina, Ac: &cido, ADRP: ADP-ribosa-1-fosfatasa, PLPro: proteasa similar a la papaina, NAB: Uni6n
al acido nucleico, SUD: dominio Unico del SARS, Mpro: proteasa principal, RdRp: ARN polimerasa dependiente de ARN, Mtasa:
Metiltransferasa, ExoN: Exoribonucleasa viral, Nendo U: Endoribonucleasa viral, 2’-O-Mtasa: 2-O-metiltrasnferasa, MDAS5:

proteina 5 asociada a la diferenciacion del melanoma.
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Después de la traduccion y el ensamblaje del complejo replicasa, sigue la sintesis del material
genético, ya que el SARS-CoV-2 contiene ARN monocatenario de polaridad positiva, este
sirve de molde para sintetizar una copia de ARN monocatenario de polaridad negativa, a
partir de la cual se produciran las poliproteinas ppla y pplab, las cuales se procesaran y
conformaran el complejo RTC, gracias a la actividad enzimatica replicativa de este complejo,
se crea de nuevo una copia de ARN de polaridad positiva, tal y como el original. EIl ARN
viral recién sintetizado se asocia con la proteina N para dar origen a la nucleocapside. Las
proteinas estructurales S, M y E, asi como las accesorias son expresadas a partir de los
SsgARN, son elaboradas en el reticulo endoplasmico, moviéndose a lo largo de la via secretora
y posteriormente transportadas al compartimento interno del aparato de Golgi (ERGIC) en
donde seran ensambladas junto con la nucleocépside para producir nuevas particulas viricas
que seran transportadas hacia la membrana plasmaética celular en forma de vesiculas, para

luego ser liberadas al espacio extracelular por medio de exocitosis. (23)

CORONAVIRUS DISEASE 2019 (COVID-19)

Después de que la OMS nombrara al nuevo virus como SARS-CoV-2, también se le
asigno el nombre de COVID-19 a la enfermedad que produce. (24)

e [Meétodo de transmision

La transmision se puede dar de forma directa o indirecta. Dentro de los mecanismos directos

se encuentran:

Transmision por gotas: ocurre de persona a persona por medio de las secreciones respiratorias
que emiten los infectados al hablar, toser, estornudar, cantar o respirar. El contagio ocurre
cuando estas gotas entran en contacto con la mucosa (nariz o boca) y/o con la conjuntiva
ocular, estas gotas tienen un tamafio mayor a 5-10um, y pueden ser desplazadas hasta un
metro de distancia cuando se estornuda o tose. (25)

Transmision por aerosoles: una vez que se evaporan las secreciones respiratorias, se forman
particulas de menos de 5um, produciendo aerosoles los cuales quedan suspendidos en el
ambiente, siendo infectivas al menos por tres horas, estas particulas se desplazan de ocho a

diez metros de distancia, pudiendo entrar a las mucosas o conjuntiva. (26)
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Dentro de los mecanismos indirectos se encuentran: la trasmision por contacto, en donde el
virus es depositado por gotas o aerosoles en distintas superficies (fomites) permaneciendo
viable en funcién de las caracteristicas del material, por tanto, el contacto con el fémite y
posterior con alguna mucosa (oral, nasal o conjuntival) pueden ocasionar la infeccion por
SARS-CoV-2.

También hay registros de transmision de forma fecal-oral, esto debido a la capacidad de
infeccion a las células del epitelio intestinal por la expresion de receptores de ECA2 y
TMPRSS2. (27)

e Sintomas

No todas las personas infectadas por SARS-CoV-2 desarrollan el mismo cuadro de
sintomatologia, los infectados pueden clasificarse en dos grupos: pacientes asintomaticos, en
donde solo se detecta la presencia del virus en su organismo, pero no desarrolla signos de la
enfermedad y pacientes sintomaticos, que pueden llegar a presentar sintomas sistémicos
como: fiebre alta, escalofrios, tos seca, diarrea, mialgias, fatiga, falta de aliento o dificultad
respiratoria, expectoracion y hemoptisis, si el cuadro de la enfermedad se agrava se puede
desarrollar neumonia, insuficiencia cardiaca, respiratoria y hepética, pudiendo tener un

desenlace fatal. (28)

Se ha propuesto que el grado de la enfermedad puede variar de acuerdo con comorbilidades
(edad, sexo, diabetes, hipertension, enfermedades cardiovasculares, obesidad, patologia
pulmonar cronica, VIH (virus de inmunodeficiencia humana), cancer, embarazo,
inmunosenescencia, etc.) y factores ambientales (contaminacién, tabaquismo, estrés, uso de

esteroides, inmunosupresores o0 antineoplasicos). (29)
e Diagnostico

El método mas confiable para poder determinar algunos patégenos es la PCR (Reaccion en
cadena de la polimerasa), es una reaccién enzimatica in vitro que amplifica varias veces una
secuencia especifica de ADN gendmico o cCADN durante varios ciclos repetidos, gracias a la

actividad de una ADN polimerasa (30).
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Los componentes de esta reaccién son: el ADN o cADN, enzima, primers, dNTPs, MgCly,
buffer o solucion amortiguadora y agua grado molecular, todos estos elementos interactuan

entre si durante las tres etapas de la PCR que son:

e Desnaturalizacién: Se realiza a 95°C y tiene como objetivo desnaturalizar la doble
cadena de ADN y/o destruir las estructuras secundarias de la misma, permitiendo el
acceso de los primers a la cadena molde en sus secuencias complementarias.

e Alineacién: Los primers hibridan, es decir, se genera la energia cinética necesaria
para que los primers busquen en las cadenas de ADN su secuencia complementaria y
formen puentes de hidrogeno con la cadena molde, dejado el extremo 3’OH listo para
la adicion de dNTPs por la ADN polimerasa.

e Extension: Se produce a la temperatura Optica de la ADN polimerasa, va agregando

dNTPs complementarios. (31)

Para visualizar los productos de la PCR, se utiliza la electroforesis. Dado que el material
genético del SARS-Cov-2 es ARN, previo a la PCR se debe realizar una reaccion previa, la
retrotranscripcion, que permite convertir ARN en cADN y la PCR se convierte en RT-PCR.
Ademas, para la deteccion de este patdgeno la PCR se hace en tiempo real, es decir la
deteccion de los productos se hace durante el transcurso de la reaccion, mediante

fluorescencia emitida por primers unidos a fluorocromos. (31)

Para detectar el SARS-CoV-2 en una muestra por medio de la RT-PCR se analizan diferentes

genes, como pueden ser:

e Gen N: Se detecta un fragmento largo de 126 pb del gen N con sondas de hidrolisis
marcadas con FAM.

e Gen RdRp: Un fragmento de 100 pb de longitud de una region conservada del gen de
ARN polimerasa dependiente de ARN (RdRP) se detecta con sondas de hidrélisis
marcadas con FAM.

e Gen E: Se detecta un fragmento de 76 pb de longitud de una regién conservada en el
gen E con sondas de hidrdlisis marcadas con FAM (canal 530).

e Gen constitutivo RNAsa, que se utiliza como un control enddgeno para evaluar la
calidad de la muestra durante todo el proceso (incluyendo la toma de muestra) y por

ende el material genético obtenido.
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Ninguno de los primers tiene reactividad cruzada con HCoV respiratorio humano comun
NL63, 229E, HKU, OC43 0 MERS. (32)

SISTEMA INMUNOLOGICO

El sistema inmune, es un conjunto de tejidos, células y moléculas que interaccionan y forman
un frente comun para integrar una respuesta inmune, (33) este reconoce a un organismo

invasor y proporciona sefiales para que las células respondan de forma adecuada.

Su funcién primordial es generar mecanismos que eliminen agentes con potencial
patogénico, sin embargo, en algunas ocasiones los patdgenos pueden evadir las diversas
barreras fisicas (piel, mucosas y membranas) y llegar a la circulacion en donde son
fagocitados por las APC (células presentadoras de antigenos) para luego ser presentados a
los linfocitos T a través del MHC tipo I1. (34)

e Células CD4" (Th)

Las células T CD4" coadyuvantes virgenes (ThO) salen del timo maduras, pero al reconocer
antigenos presentados por las APC, a través del MHC de tipo I, son estimuladas, proliferan
y se diferencian en distintos linajes celulares definidos por la produccion de factores
transcripcionales de diferenciacion y la secrecion de determinadas citocinas, la
diferenciacion incluye distintos linajes como: Thl, Th2, Thl7 y Treg, a este proceso se le
conoce como polarizacién. (35) Cada uno de estos linajes tiene funciones especificas en la
homeostasis y la defensa inmune y una incorrecta regulacion de la diferenciacion de las
células Th (células T cooperadoras) se ha visto implicada en diversas enfermedades

autoinmunes e inflamacion cronica. (36)

Las células Thl median las respuestas contra patdgenos intracelulares, favorecen la

proliferacion de células Tc (células T citotdxicas), el reclutamiento de macréfagos y el
incremento en su actividad microbicida. Las principales citocinas que secreta este grupo es
el IFNy, IL-12 e IL-2, mientras que el primero fomenta la activacion de macrofagos, la IL-2
es importante en la maduracion de células de memoria CD4 y CD8, la IL-12 induce la
activacion de las células NK, las cuales liberan IFNy reforzando la produccion de IL-12 por

las APC por lo tanto se favorece la diferenciacion de este grupo. (37)
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Las células Th2 median las respuestas contra patdgenos extracelulares, favorecen la

proliferacion de células B y el cambio a isotipo IgE. Las principales citocinas que libera es
la IL-4, IL-5, IL-9, IL-13 e IL-25. La IL-4 favorece el cambio a isotipo IgE, la cual se une a
basofilos y mastocitos provocando la liberacion de histaminas, IL-4, IL-12 y TNFoa. La IL-4
también favorece la diferenciacion de las células Th2, la IL-5 recluta eosinofilos y la 1L-9

induce la produccion de mucinas en las reacciones alérgicas. (38)

Las células Th1l7 median las respuestas contra bacterias extracelulares y hongos,
favoreciendo la respuesta inflamatoria y el reclutamiento de neutréfilos. Las principales

citocinas que secreta son IL-17 e IL-6, esta Gltima recluta y activa neutréfilos.

La disminucion de las células T CD4" se ha asociado con una reduccion del reclutamiento
pulmonar de linfocitos y de la produccién de anticuerpos neutralizantes y citocinas, lo que
da lugar a una fuerte neumonitis intersticial inmunomediada y a un retraso en la eliminacion
el SARS-CoV de los pulmones. (39)

e Citocinas

Mecanicamente, una célula estresada o infectada, a través de interacciones receptor-ligando,
activa un gran numero de glébulos blancos, incluidos los linfocitos B, los linfocitos T, células
NK, macrofagos, células dendriticas y monocitos. Esto da lugar a la liberacion de citocinas
inflamatorias, que activan mas glébulos blancos en un bucle de retroalimentacidn positiva.
(40)

Las citocinas son proteinas o péptidos de bajo peso molecular, que pueden tener unidas
moléculas de azlcar, son secretadas por los linfocitos en respuesta a estimulos; incluyen a
interferones, interleucinas, varios factores estimuladores de colonias (CSF), factores de
necrosis tumoral y factores transformantes de crecimiento, tienen un papel directo en la
activacion de funciones efectoras antimicrobianas, y proporcionan las sefiales que

especifican, amplifican y resuelven la respuesta inmunitaria. (41)

Las citocinas regulan la intensidad y duracion de la respuesta inmune al estimular o inhibir
la activacion, proliferacion y diferenciacion de diversas células y controlar la secrecion de
anticuerpos y otras citocinas. Entre las multiples respuestas fisiologicas que requieren la

participacion de éstas podemos encontrar: el desarrollo de reacciones inmunitarias (celular y
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humoral), induccion de la respuesta inflamatoria, regulacion de la hematopoyesis y el control

de la proliferacion y diferenciacion celular. (42)

En infecciones sistémicas, la presencia de niveles elevados de citocinas tiene un impacto
importante en una amplia gama de procesos fisioldgicos que dan lugar a dafios colaterales.
Se ha demostrado que la sobreproduccion de citocinas pro-inflamatorias especificas como
TNFa, IL-1p, IL-6, IL-10 e 1L-18 es un marcador distintivo de la infeccion viral, (1) por
tanto, la capacidad de neutralizar las citocinas para mitigar el dafio y permitir la resolucion
de la enfermedad pone de manifiesto que estos niveles elevados no son s6lo marcadores de

inflamacion, sino que también contribuyen de forma decisiva a la enfermedad. (41)

Si bien, la fisiopatologia del SARS-CoV-2 no se ha descrito completamente, epidemias
previas por otros coronavirus podrian sustentar la hipétesis de comportamiento o anticipar
respuestas inmunes, se sabe que la neumonia grave causada por los coronavirus humanos
patdgenos suele estar asociada a una rapida replicacion del virus, una masiva infiltracion de
células inflamatorias al tejido pulmonar y una elevada produccion de citocinas y quimiocinas
pro-inflamatorias, lo que puede provocar un SDRA, estudios realizados en humanos que
fallecieron por SARS-CoV Yy en estudios de modelos animales, se presume que se produjo
una respuesta inmunitaria desregulada, lo que provocé una inflamacion exuberante y por
ende una enfermedad letal. (2) Asi, tanto el SARS como el MERS se caracterizan por
acompanfarse de respuestas inmunitarias asociadas a cantidades elevadas de citocinas pro-
inflamatorias. (43) También, los coronavirus patégenos muestran un potente antagonismo
del interferén (IFN), que es evidente en los casos de COVID-19 con sefializacion reducida
de IFN, y una respuesta inmunitaria excesivamente agresiva agravada por el aumento de

citocinas. (44)

Hasta el momento se sabe que el SARS-CoV-2 tiene predileccion por el arbol respiratorio, y
una vez que penetra genera una respuesta inmune anormal de tipo inflamatorio, con

incremento de citocinas, lo que agrava al paciente, produciendo un fallo multiorganico. (13)

En un estudio previo, se analizé el suero de pacientes que desarrollaron SARS grave, se
encontro la presencia de altos niveles de citocinas pro-inflamatorias (IFNy, IL-1, IL-6, IL-12
y TGF-B) y quimiocinas (CCL2, CXCL10, CXCL9 ¢ IL-8), en comparacion con los pacientes
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que no desarrollaron una enfermedad grave; por el contrario, los pacientes de SARS con

enfermedad grave tenian niveles muy bajos de la citocina anti-inflamatoria IL-10. (2)

Cabe resaltar que los pacientes graves por COVID-19 presentan un perfil de citocinas
semejante a los pacientes con linfohistocitosis hemofagocitica (SHLH), el cual consiste en un
sindrome hiperinflamatorio que se caracteriza por una hipercitoquinemia fulminante y mortal
con insuficiencia multiorganica y se desencadena por infecciones virales (45). En un estudio
retrospectivo de casos confirmados de COVID-19 en Wuhan, se encontro que la ferritina y
la IL-6 estaban elevadas en pacientes que fallecieron, lo cual apoya la hipétesis de que la
mortalidad puede deberse a una hiperinflamacidn generada por el virus. (46)

En un estudio realizado en Israel se observé que habia una mayor de secrecion de citocinas
Th2 en suero como IL-4, IL-5, IL-10 (que aumenta la produccion de anticuerpos), en
pacientes fallecidos por un caso severo de COVID-19. (47) Y por el contrario, el nimero
absoluto de linfocitos CD4" y CD8* disminuye significativamente y los linfocitos Thl

tienden a ser mas bajos en casos severos. (48)
En el cuadro 3, se enlistan las citocinas Thly Th2 que se analizaron en este trabajo.

Cuadro 3. Citocinas analizadas.

Citocina/PM Fuente Actividad
IL-1B/ Monocitos, macrofagos, células  Induccién de fiebre, reaccion de fase aguda
17.3kDa dendriticas (CD), células T, By y estimulacion de la produccién de
NK neutrdéfilos.
IL-4/15a Mastocitos, células T, células Promueve el crecimiento y desarrollo de
19kDa estromales de la médula ésea células By T,y de células del linaje

monocitico, endoteliales y fibroblastos

IL-6 / 26kDa Células T y B, macrdéfagos, Regula funciones de las célulasB y T,
células estromales de la médula  efectos in vivo en hematopoyesis e inducen
0sea, fibroblastos, células la reaccion de fase aguda

endoteliales y astrocitos
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Citocina/PM

Fuente

Actividad

IL-12 / 30-
33kDa

IL-17 / 28-
31kDa

IL-18/
18.2kDa

IL-23/ 35-

40kDa

IFN vy / 40kDa

TNF o/ 52kDa

Macrofagos y CD

Células Th

Células del linaje monocitico y
CD

CD activadas

Células Tc, Thy NK

Monocitos, macrofagos, células
T activadas, neutrofilos y
fibroblastos

Inductor de la diferenciacion de Th1l, induce
la produccién de IFNy en células T y NK,
intensificando la actividad de NK

Estimulacion de la producciéon de citocinas
en células epiteliales, endoteliales y
estromales. Intensifica la expresion de
ICAM-1

Fomenta la diferenciacion a Thl, induce la
produccion de IFNy en células T y aumenta
la citotoxicidad de NK

Actividades bioldgicas iguales a 1L-12

Activacion, proliferacion y diferenciacion de
células T, B, NK y macrofagos, incrementa
la expresion de MHC en APC, participa en

la diferenciacion de Thl, actividad antivirica

y antiproliferativa

Mediador potente de funciones
antiinflamatorias e inmunitarias, regula la
proliferacion y diferenciacion de varios tipos
celulares, promueve angiogénesis, resorcion
Osea y procesos tromboticos

CD: células dendriticas, NK: Natural killer, Tc: células T citotoxicas, Th: células T cooperadoras, MHC: complejo
mayor de histocompatibilidad, APC: células presentadoras de antigeno.

Por tanto, es importante analizar los niveles de estas moléculas enddgenas, ya que son

importantes indicadores del prondstico de la enfermedad, tanto de una resolucion o de futuras

complicaciones secundarias que pueden conducir a la muerte.
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA Y PREGUNTA DE INVESTIGACION

La pandemia por COVID-19, originada por el SARS-CoV-2, es una enfermedad
multisistémica que puede presentar un amplio espectro de sintomas que van desde tos, dolor
muscular y articular, fiebre, pasando por aquellos que desarrollan problemas respiratorios,
gastrointestinales y otros que presentan hiperinflamacion pulmonar provocando una reaccion
inflamatoria exacerbada, denominada por algunos autores como “tormenta de citocinas” y en
algunos casos lleva a la muerte. Sin embargo, no se conoce aun si durante la infeccion
provocada por SARS-CoV-2 la tormenta de citocinas es originada por una ruptura del
equilibro de la respuesta inmune (Th1/Th2).

HIPOTESIS
Si miembros de la familia Coronaviridae (SARS y MERS-CoV) presentan una ruptura del
equilibrio de la respuesta inmune (Th1/Th2), causando una alta produccion de citocinas pro-
inflamatorias, entonces, durante la infeccion causada por SARS-CoV-2 existird un
desbalance destructivo por la exagerada presencia de células inmunes y produccion

exacerbada de citocinas, lo que en algunos casos puede causar la muerte.

OBJETIVOS
General:

e Caracterizar el perfil de citocinas (Th1/Th2) en muestras de hisopados nasofaringeos
con PCR positivo para COVID-19, recibidas en el laboratorio de patologia molecular.

Especificos:

e Evaluar lapresencia de los genes E, RdRp y RNAsa (gen constitutivo) en las muestras
recibidas en laboratorio de patologia molecular,

e Caracterizar el perfil de citocinas de las muestras positivas para COVID-19
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MATERIAL Y METODOS

A) DISENO DEL ESTUDIO
Experimental comparativo y longitudinal.

B) UNIVERSO
Poblacion: Se dividiran en cuatro grupos de acuerdo con el cuadro 4, con un total de 80
muestras.

Criterios de exclusion:

e Si hay muestra insuficiente de hisopado nasofaringeo para evaluar las citocinas.

e Resultados negativos o indeterminados para COVID-19 por RT-PCR.
Criterios de inclusion:

e Muestras positivas para COVID-19 por RT-PCR.

e Muestras que tengan un estudio previo y/o posterior al resultado positivo para
COVID-19.

e Individuos sanos sin ninguna comorbilidad y prueba de RT-PCR negativa para
COVID-19.

Cuadro 4. Grupos de muestras para analisis de citocinas.

Grupo Resultado en la RT-PCR
1 Negativo-positivo-negativo
2 Negativo-positivo
3 Positivo-negativo
4 Individuos sanos

C) VARIABLES

Dependiente: relacion de citocinas.
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Independiente: resultado de la RT-PCR y PCR en punto final

D) TECNICAS O INSTRUMENTOS

o Extraccioén de acidos nucleicos
o PCR punto final
o RT-PCR

o Electroforesis

E) PROCEDIMIENTO

Se realiz6 una busqueda en el banco de muestras de SARS-CoV-2 del laboratorio de
patologia molecular del CM-ABC, se tomaron las muestras de hisopados nasofaringeos que

cumplian con los criterios de inclusion.

Aislamiento de ARN para determinacion de COVID-19 y citocinas.

Se tomo6 350 pl de muestra y se transfirieron a un tubo de polipropileno de 1.5mL que
contenia 350puL de Buffer RLT méas 350uL de etanol, y se siguio el protocolo de acuerdo con
el fabricante: (se utilizé el kit RNeasy Mini Kit QIAGEN (49).

1. Se transfirio 600uL del homogenizado anterior a la columna de RNeasy, centrifugandose
por 15s a 8000g y se desecho el sobrenadante. (se repitio este paso hasta pasar toda la muestra
por la columna).

2. Se lavé la columna con 600uL de buffer RW1 y se centrifug6 por 15s a 8000, y se desecho
el sobrenadante.

3. Se lavo con 500uL de buffer RPE y se centrifugd por 15s a 8000g, y se desechd el
sobrenadante.

4. Se repitio el paso 3.

5. Se centrifugd la columna por 2 min a 8000g para secar la columna.

6. Se transfirié la columna a un tubo de polipropileno de 1.5 mL y se agreg6 60uL de agua
libre de RNasa, y se centrifug6 a 2 min 8000g, para eluir el RNA.

El material genético obtenido se almacen a -20°C hasta su uso.
Evaluacion de la presencia de SARS-CoV-2

Se colocaron 5uL de ARN para cada uno de los genes a evaluar (gen E, RdRp y RNasa) en
placas de 96 pozos Applied Biosystem con 20uL de Master Mix, de acuerdo al cuadro 5.
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Cuadro 5. Master mix para deteccién de gen E, RdRp y RNasa.

Master Mix (1 reaccion)

Gen E Gen RdRp Gen RNasa
Agua 3.5uL Agua 2.5uL Agua 4.1uL
Buffer 2x 12.5pL Buffer 2x 12.5pL Buffer 2x 12.5pL
Mg luL Mg 0.5uL Mg 0.4pL
Primer F 1uL Primer F 1.5uL Primer F 1uL
Primer R 1uL Primer R 2uL Primer R 1pL
Probe 0.5uL Probe 0.5uL Probe 0.5uL
Enzima 0.5uL Enzima 0.5uL Enzima 0.5uL

Primer F: primer Forward, Primer R: primer Reverse

Para la RT-PCR, la placa se coloco en un termociclador Applied Biosystem 7500 bajo el
siguiente programa: una RT de 55°C por 15 min, desnaturalizacion a 95°C por 3 min, un

ciclado de 45 ciclos: 95°C por 15s 'y 58°C por 1 min (ver anexo 1).
Evaluacion de citocinas

e Calidad del material genético

Para evaluar la calidad del ARN extraido, se utilizaron los primers reportados por BIOMED-
2 en 2003 (Ver anexo 2) (50), utilizando 5uL del ARN extraido en 20 puL de Master Mix
(Ver cuadro 6) en placas Applied Biosystem de 96 pozos.

Cuadro 6. Master Mix para evaluacion del material genético.

Master Mix
Enzima HotStarTaq (51) 12.5 uL
Pool de primers 7.5 uL
Agua libre de RNAsas cbp 20 pL
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La placa se coloco en un termociclador Veriti Applied Biosystems con el siguiente programa:
un paso de desnaturalizacion de 95°C por 5 min, 45 ciclos de 95°C por 1 min, 58°C por 1
miny 72°C por 1 min y una extension de 72°C por 5 min (ver anexo 3). Los productos se
corrieron en un gel de agarosa al 2% a 60mV por 60 min, analizandose en un Gel Doc E-Z
gel Dock System (Bio-Rad), se utilizd el marcador de peso molecular AmpliSize Molecular
Ruler 50-2000 pb Ladder de Bio Rad (52).

e FEvaluacion de Citocinas

Se pusieron 3uL de ARN con 22uL de Master Mix, (ver cuadro 7), colocandose en placas

Applied Biosystem de 96 pozos.

Cuadro 7. Master mix citocinas

Master Mix
Enzima HotStarTaq 12,5 uL
Primer F* 1L
Pimer R* 1puL
Agua libre de RNAsas 7.5puL

*Los primers se colocaran de acuerdo con la citocina a evaluar

La placa se coloc6 en un termociclador Applied Biosystem 7500 para PCR punto final,
utilizandose el programa descrito en el cuadro 8.

Cuadro 8. Programa para PCR en punto final

Paso Temperatura Tiempo
Desnaturalizacion 95°C 5 min
Ciclado (45 ciclos) 95°C 60 s

60°C* 60s
72°C 60 s
extension 72°C 7 min

*Tm: varia dependiendo de la citocina a evaluar, ver cuadro 9
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Cuadro 9. Tm, que varia dependiendo la citocina a evaluar

Nombre Primer F Primer R Tamaii Tm
o(pb) (°C)

IL IB GTCCAAGTGTCTCAAGCAGCC TTCACTGGCGAGCTCAGGTAC 50 56
TNF o GTTCAGCCACTGGAGCTGC AGCCCATGTTGTAGCAAACCC 52 60

IL4 CCTCACATTGTCACTGCAAATC  TGGGAGGTGAGACCCATTA 50 54
IL 12 CCCTGTGCCTTAGTAGTATTT ACTCCACCTGGTACATCT 51 57
IL 17 TGGTGTCACTGCTACTGCTGC TTCCTGCCTTCACTATGGCC 51 59
IL 23 TGAGGCTTGGAATCTGCTGAG CTCCTGCAGCCTGAGGGTC 52 60
IL 18 AGATAATGCACCCCGGACC AGCCATACCTCTAGGCTGGCT 67 58
INFy GTCAGATGCTGCTTCGAGGT CAGGCAGGACAACAATTACT 53 57

Figura 3. Posiciones de las muestras en las placas.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 1 " ‘
A (2.1)(2.2) (2.3)(2.4) (2.5) (2.6) (2.7) (2.8} (2.9) 2.10 2.11) 2.12

B 2.13) 2.14) 2.15} 2.16 2.]77 2.18 2.19 (2.20 (3.1 ) (3.2] (33} (34

C (3.5) (3.6) (3.7) (3.8) (3.9} 13.10 13.1]) (3.12 {3.13 (3.14 (3.13 (3.1¢
p (3.17% (3.18 (3.19 2.20) (1.1) (1.2) (1.3) (1.4) (1.5) (1.6) (1.7) (1.8
E (1.9) L.10) 0.11) {1.12} 1.13) (1.15 {1.16) {1.17) (1.18 (1.19 (1.20 (1.2])
F (1.22) (1.23) (1.25 {1.26 (1.27 1.28) (1.29 (1.30 (1.3 (1.33 (N1 ] (N2

5 I\ N3) (N4) (N5 [ N6/ ( N7) | N8) IN9) IN10

El producto obtenido se corri6 en geles de agarosa al 3% a 80mV por 120 min, visualizando
los resultados obtenidos en el analizador de geles E-Z gel Dock (Bio-Rad) utilizando el
marcador molecular de tamafio depares de bases AmpliSize Molecular Ruler 50-2000 pb
Ladder de Bio Rad. (52)

Una vez visualizado el resultado, se analizé la intensidad de la banda, la cual es proporcional

a la cantidad de producto amplificado.

31



F) ANALISIS ESTADISTICOS
Con los ensayos de expresion mediante PCR en punto final, se evaluaron las diferencias
significativas de los grupos de estudio en las citocinas evaluadas, la prueba estadistica

utilizada fue Chi-cuadrada, mediante el Software SPSS.

Esta prueba se utilizd ya que nos permite la correlacion entre dos variables, en este caso,

conocer la relacion que existe entre la expresion de citocinas y el SARS-CoV-2.

RESULTADOS

e Evaluacion del material genético.

Tras la extraccion del material genético con el Kit de Qiagen, se realizé una PCR en punto
final, tras lo cual se hizo electroforesis en geles de agarosa al 3% para evaluar la calidad del
material genético obtenido, para esto se utilizaron los primers reportados por BIOMED-2 en
2003 (Ver anexo 2).

Imagen 1. Resultados de PCR en punto final, para evaluar la calidad del material genético obtenido

tras la extraccion
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e RT-PCR para deteccion de SARS-COV-2.

Para que una muestra sea positiva debe de mostrar una amplificacién clara, tal y como se
muestra en la imagen siguiente, indicando asi la presencia de los genes (E, RdRp y RNasa),
esto ocurre debido a que en la RT-PCR se utiliza una sonda marcada, que mediante
fluorescencia indicaré la presencia del gen buscado durante la extension en la PCR, tras

previamente unirse a una secuencia especifica en la alineacion.

Imagen 2. Muestra positiva para SARS-CoV-2

Gen E

Por el contrario, una muestra negativa ocurre cuando no se produce ninguna amplificacion,
es decir, durante el proceso de replicacion no se encuentra el fragmento especifico y por tanto
no se emite fluorescencia.

Imagen 3. Muestra negativa.
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NOTA: En ambas muestras siempre debe de amplificar el gen RNasa, el cual se usa como un
control enddégeno, confirmando una buena toma de muestra, integridad del ARN obtenido o

la presencia de algun inhibidor de la PCR.
e Evaluacion citocinas

Mediante RT-PCR Se realiz6 la evaluacion de cada uno de los grupos estudiados mediante
la prueba estadistica Chi cuadrada, en el cuadro 10 se enlistan el porcentaje de muestras que
mostraron una elevada expresion de la citocina y el porcentaje de las muestras que expresaron
de manera mas baja la citocina, ademas del valor obtenido mediante chi cuadrada.

Cuadro 10. Expresidn de citocinas en porcentaje durante el curso de la enfermedad, asi como
el valor estadistico de chi cuadrada.

IL- 1B
Negativo Positivo Negativo Chi
cuadrada
Expresion 60% 60% 50%
Grupo 1 alta 0.670
Expresion 40% 40% 50%
baja
Expresion 20% 80% N/A
Grupo 2 alta 0.007
Expresion 80% 20% N/A
baja
Expresion N/A 80% 20%
Grupo 3 alta 0.007
Expresion N/A 20% 80%
baja
IL-12
Negativo Positivo Negativo Chi
cuadrada
Expresion 50% 50% 40%
Grupo 1 alta 1.0
Expresion 50% 50% 60%
baja
Expresion 60% 40% N/A 0.371
Grupo 2 alta
Expresion 40% 60% N/A
baja
Expresion N/A 50% 30% 0.361
Grupo 3 alta
Expresion N/A 50% 70%
baja
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IFN-y

Negativo Positivo Negativo Chi
cuadrada
Expresion 70% 50% 50%
Grupo 1 alta 0.581
Expresion 30% 50% 50%
baja
Expresion 40% 60% N/A
Grupo 2 alta 0.371
Expresion 60% 40% N/A
baja
Expresion N/A 20% 80%
Grupo 3 alta 0.007
Expresion N/A 80% 20%
baja
TNF-a
Negativo Positivo Negativo Chi
cuadrada
Expresion 10% 90% 30%
Grupo 1 alta 0.001
Expresion 90% 10% 70%
baja
Expresion 70% 30% N/A
Grupo 2 alta 0.074
Expresion 30% 70% N/A
baja
Expresion N/A 50% 50%
Grupo 3 alta 1.0
Expresion N/A 50% 50%
baja
IL-18
Negativo Positivo Negativo Chi
cuadrada
Expresion 40% 60% 40%
Grupo 1 alta 0.585
Expresion 60% 40% 60%
baja
Expresion 60% 40% N/A
Grupo 2 alta 0.371
Expresion 40% 60% N/A
baja
Expresion N/A 50% 50%
Grupo 3 alta 0.809
Expresion N/A 40% 50%
baja
IL-4
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Negativo Positivo Negativo Chi
cuadrada
Expresion 70% 20% 50%
Grupo 1 alta 0.079
Expresion 30% 80% 50%
baja
Expresion 50% 50% N/A
Grupo 2 alta 0.809
Expresion 50% 40% N/A
baja
Expresion N/A 10% 90%
Grupo 3 alta 0.0
Expresion N/A 90% 10%
baja
IL-17
Negativo Positivo Negativo Chi
cuadrada
Expresion 10% 90% 40%
Grupo 1 alta 0.01
Expresion 90% 10% 60%
baja
Expresion 50% 50% N/A
Grupo 2 alta 1.0
Expresion 50% 50% N/A
baja
Expresion N/A 70% 30%
Grupo 3 alta 0.074
Expresion N/A 30% 70%
baja
IL-23
Negativo Positivo Negativo Chi
cuadrada
Expresion 50% 50% 60%
Grupo 1 alta 0.875
Expresion 50% 50% 40%
baja
Expresion 50% 50% N/A
Grupo 2 alta 1.0
Expresion 50% 50% N/A
baja
Expresion N/A 50% 50% 1.0
Grupo 3 alta
Expresion N/A 50% 50%
baja
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En las siguientes graficas (1-8) se muestra el comportamiento de las citocinas a lo largo del
ciclo de la enfermedad, para esto se tomo en cuenta el promedio de expresion alta en cada

una de las fases.
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Las graficas 9-16 muestran la expresion de citocinas en base a la cantidad de pares de bases
obtenidas en la RT-PCR.
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Grafica 15. Grafica 16.
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DISCUSION
A traveés de la técnica de PCR en punto final se analiz6 el perfil de citocinas Th1/Th2
de un total de 80 muestras de hisopados nasofaringeos, 30 de ellas positivas por RT-PCR
para SARS-CoV-2, 40 con un diagnéstico negativo para dicho virus y 10 como control
negativo, las cuales se obtuvieron del banco de muestras del laboratorio de patologia
molecular del CM ABC.

Las muestras analizadas se dividieron en tres grupos, donde el grupo 1 corresponde a
subgrupos en donde hay una muestra con PCR negativo, seguido de un resultado PCR
positivo y finalmente una PCR negativa, por ende, se puede inferir como se comportan las
citocinas durante el curso de la infeccion. En el grupo 2 y 3 solo se cuenta con un PCR

positivo y un PCR negativo antes o después de la infeccion segun corresponda.

Cuando una persona se infecta por el nuevo coronavirus, SARS-CoV-2, a través de las
particulas expulsadas por alguien portador del virus, la primera linea de defensa comienza a
actuar, es decir, una respuesta inmunitaria innata que trata de combatir al agente extrafio para
el organismo, si no se logra eliminar al patdgeno, posteriormente comenzaré a desarrollarse
una respuesta inmune adaptativa que incluye una presentacion antigénica por parte de las
APC vy los linfocitos T provocando una liberacion de citocinas que conducird a la
diferenciacion entre una respuesta Thl o Th2 dependiendo del microambiente que exista

durante la presentacion.
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Si bien el sistema inmunolodgico tiene la tarea de defendernos, una respuesta inmunitaria
desregulada y excesiva puede causar inmunopatologias, tal es el caso de la produccién de
citocinas, que si bien estas nos protegen, también pueden volverse patoldgicas en el momento

en que su produccion se vuelve descontrolada.

Algunos estudios han indicado que la progresion de la enfermedad puede representarse en
tres fases: multiplicacion viral aguda, hiperactividad de la respuesta inmune y recuperacion
pulmonar o destruccién pulmonar que conduce a la muerte. (1) Se cree que una respuesta
inflamatoria excesiva al SARS-CoV-2 es una de las principales causas de la gravedad de la
enfermedad y de la muerte de los pacientes con COVID-19, asociandose a niveles altos de
citocinas circulantes, linfopenia e infiltracion sustancial de células mononucleares en los
pulmones, corazon, bazo, higado, ganglios linfaticos y rifion, como se ha observado en los

analisis post mortem. (53)

Para muchos tipos de infecciones, la produccién coordinada de niveles circulantes sostenidos
de citocinas pro-inflamatorias es una consecuencia natural de una respuesta innata y
adaptativa adecuada, critica para el control de los patdgenos. Muchas de las citocinas
asociadas con sepsis pueden causar fiebre, inducen muerte celular e impactan en la fisiologia
y coagulacion vascular y como resultado tienen el potencial de causar dafios colaterales

significativos generalizados en los tejidos.

Es importante resaltar que, de los tres grupos analizados, solo podemos tener la certeza de
que el grupo 1 y 3 sobrevivieron a la enfermedad, ya que se tiene un PCR negativo post
infeccidn, pero del grupo 2 no se conoce el desenlace.

e Citocinas Th1/Th2 antes del desarrollo de COVID-19.

Antes de que surgiera la enfermedad en el grupo 1y 2, se observa que sus niveles de citocinas
eran relativamente bajas al compararlas con el estado activo de la enfermedad, si bien no se
pueden delimitar valores de referencia de citocinas, debido a que al ser parte del sistema
inmunologico pueden verse facilmente modificadas por enfermedades, procesos
inflamatorios, entre otros estados que comprometen la salud (patologias diferentes a la
COVID-19), al tener una referencia del estado de las citocinas previa al desarrollo del

COVID-19, puede mostrarnos un panorama del comportamiento del perfil Th1/Th2 y como
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este se modifica durante el curso de la enfermedad y si es un factor determinante para la

complicacion o evolucion favorable de la enfermedad.
e Citocinas Th1/Th2 durante el COVID-19.

Si bien la fisiopatologia de la COVID-19 alin no esta completamente descrita, al ser una
enfermedad respiratoria las primeras células afectadas son las células epiteliales de las vias
respiratorias y alveolares, las células endoteliales vasculares y los macrofagos alveolares,
estos ultimos son APC profesionales, que fagocitaran al antigeno y a su vez liberan IL-18,
TNFa e IL-6.

La IL-1p es una citocina pro-inflamatoria, en los resultados obtenidos se observa un aumento
significativo en los tres grupos de la presencia de esta molécula, indicando que el paciente
esta pasando por un proceso inflamatorio, dicha citocina es liberada por los macréfagos,
células NK, linfocitos T, B y células dendriticas, los cuales estan en constante activacion para
tratar de eliminar al patdgeno, la fiebre es uno de los primeros sintomas de COVID-19, la
cual es provocada por la liberacidn de esta citocina, al tener una actividad como pirégeno

endogeno.

La IL-17 al igual que en la IL-1p mostrd un aumento significativo en las muestras detectadas
del grupo 1 respecto al PCR negativo previo a la infeccion. La IL-17 pertenece al grupo de
citocinas producidas por una respuesta Th17, la cual es estimulada por la produccién de IL-
6. Si esta citocina esta presente en concentraciones altas durante el curso de la enfermedad,
entonces la IL-17 también se ve aumentada significativamente. Esta citocina también puede
reclutar monocitos y neutrdfilos al sitio de la infeccion con inflamacion, provocando la
elevacion de citocinas pro-inflamatorias como IL-1, por ello éstas aumentan de manera

proporcional.

Tanto la IL-18 como la IL-23 no presentaron ningin cambio significativo; si bien ambas
citocinas son pieza clave en el desarrollo de las enfermedades inflamatorias, la IL-23
favorece el desarrollo de una respuesta de la IL-17, que como se menciona en el parrafo
anterior, muestra un aumento significativo previo a la infeccién en el grupo 1, pudiendo

comparar la presencia de IL-23 con IL-17.
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- Citocinas Thl

La IL-12 no presenta ningun cambio significativo respecto al PCR negativo previo a la
infeccion, es importante recordar que la produccion de esta citocina es favorecida por la
expresion de IFN-y, como se explica a continuacion, el SARS-CoV-2 genera un antagonismo
con el IFN-y, lo que podria explicar porque la IL-12 no presenta cambios durante el

transcurso de la enfermedad.

El IFN-y muestra un ligero incremento cuando la infeccion estd activa, esta citocina es
producida en respuesta a una infeccién virica y activa a los macrofagos, no obstante se ha
demostrado que el SARS-CoV-2 es un antagonista del IFN, impidiendo su expresion, de tal
manera que aunque el IFN-y deberia de estar expresado mayormente, se ve limitado por el
antagonismo del SARS-CoV-2, provocando un aumento de la carga viral, siendo un grave
problema para el paciente, ya que al disminuir la expresion del IFN provoca el aumento de
la carga viral y por ende puede desencadenarse un cuadro mas severo de la enfermedad. Pese
a que podemos observar una ligera disminucion del IFN, una produccion sostenida de éste
llevara a la activacion de macrofagos y con ello a la liberacion de citocinas pro-inflamatorias
que producen un cuadro mas grave de la enfermedad. Un estudio hecho en ratones (2),
demostré que el blogueo de la sefializacion del IFN, el agotamiento de los monocitos y
macréfagos inflamados y la neutralizacion de una citocina inflamatoria como el TNF,

protegio a los ratones de una infeccion letal por SARS-CoV.

La respuesta por IFN es muy importante, ya que, si es tardia o insuficiente y el dafio tisular
causado por el virus es muy grave, o la respuesta inflamatoria es desproporcionada, se genera
una sefial de dafio muy grande que provoca un estado de hiper inflamacion local, que generara
una respuesta desproporcionada del sistema inmune adaptativo generando un cuadro de

enfermedad muy similar a la linfohistiocitosis hemofagocitica. (54)

El TNF-a en el grupo 1 aumentd nueve veces mas en las muestras positivas que en las
negativas para SARS-CoV-2, al igual que la IL-1p actiia sobre el hipotalamo para inducir
fiebre, aumentando la produccion de IL-1 e IL-6, por esta razon los valores de ambas
citocinas incrementan durante la infeccion activa, ya que una aumenta la expresion de la otra

y viceversa y el aumento de esta puede provocar una progresion negativa de la enfermedad.
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Una caracteristica importante que podemos notar es como tanto la IL-1p como el TNF-a
estan elevadas durante el curso de la enfermedad, estas se producen en los pulmones de
pacientes con COVID-19, siendo fuertes inductores de hialuronano sintasa 2 (HAS2) en
células epiteliales CD31", células epiteliales alveolares EpCAM®* vy fibroblastos. El
hialuronato, el cual es sintetizado por la HAS2, tiene la capacidad de absorber agua hasta mil
veces su peso molecular, formando una especie de gelatina liquida transparente en los
pulmones, lo que contribuye a la dificultad respiratoria en las personas infectadas, (55) lo
cual explicaria como al incrementarse la produccién de estas citocinas, se conducira a la
gravedad de la enfermedad, al presentarse una baja en la saturacion de oxigeno, inducida por
la gelatina formada; por tanto, el reducir o inhibir la produccién de la HAS2 podria evitar la

dificultad respiratoria.
- Citocinas Th2.

La IL-4 disminuyé en el grupo 1 cuando la infeccion estaba activa, por ende, podemos inferir
que durante el curso de la enfermedad hay una mayor expresion de la respuesta Thl sobre la

expresion de las citocinas Th2.

Se ha demostrado que una respuesta Thl es menor en casos graves de la enfermedad, (48)
contrario a la induccion de una respuesta Th2, la cual si es muy elevada puede conducir a un
desenlace fatal de la enfermedad. Por tanto, se explica porque en el grupo 1 la respuesta Th2
estaba disminuida en el transcurso de la enfermedad, ya que son muestras que posteriormente
presentaron una PCR negativa, lo que implica que el organismo logré combatir la

enfermedad.
e Citocinas Th1/Th2 después de la recuperacion por COVID-19.

La IL-1pB que es una de las citocinas pro-inflamatorias que se encuentran en mayor proporcion
durante del ciclo de la enfermedad, disminuye considerablemente en el grupo 3, de las diez
muestras solo dos de ellas continuaron con valores altos respecto al curso de la enfermedad,
lo cual indica la disminucion del proceso inflamatorio. Al comparar los 3 grupos podemos
notar como esta interleucina se encuentra en niveles relativamente bajos en el cuerpo
humano, al cursar por la COVID-19 los valores aumentan, pero posteriormente los niveles

disminuyen.
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Las IL-18 e IL-23 no muestran ningun cambio significativo antes, durante o después de la
infeccion. Una de las funciones de la IL-23 es favorecer la produccion de IFNy, el cual es
suprimido por el SARS-CoV-2, pero también ayuda a la expresion de IL-17, la cual podemos
ver gque durante el curso de la enfermedad aumenta para luego descender, por lo cual se podria
sospechar que estas citocinas, I1L-18 e IL-23 varian en funcion de la expresion de otras
citocinas como IL-17, al no tener un valor de referencia para las citocinas no se puede
demostrar de manera cuantitativa y la manera en que podemos observar su papel

inmunoldgico es la influencia que tiene sobre la expresion de otras citocinas.

IL-17 también disminuye su concentracion al finalizar la infeccion, como se mencion6 con
anterioridad, esta citocina esta involucrada en el aumento o disminucién de IL-1, por ende,
al disminuir la IL-17 también disminuye IL-1, importante citocina pro-inflamatoria

observada en el curso de la enfermedad por SARS-CoV-2.
- Citocinas Thl

La IL-12 en la fase previa, durante y post infeccion no muestra una variacion significativa.
El grupo 1 es el Gnico en donde podemos ver la evolucion de la enfermedad con un desenlace
favorable, ya que al tener un resultado de PCR negativo indica que se vencid el estado
patoldgico, por tanto, el no ver una variacion de esta citocina, indica la prevalencia de una

respuesta Th1 durante la enfermedad.

EL IFN-y en las muestras después de la infeccion aumentd cuatro veces mas respecto a las
muestras positivas para COVID-19, lo cual indica que hay una respuesta Thl que favorece
la recuperacion. Aungue el SARS-CoV-2 sea un antagonista del IFN, una mayor produccion
de éste, indica que logro revertir el antagonismo producido para poder disminuir la carga
viral, para asi mantener una respuesta Thl y favorecer la recuperacién. Sin embargo, este
aumento puede significar una respuesta mayor ante la infeccion virica, ya que en un estudio
realizado (1); se observd que al menos dos semanas posteriores a la infeccion, los valores de
IFN-vy, IL-1B, IL-6 e IL-12 se encontraban elevados.

El TNF-a en el grupo 3 se mantuvo sin ningiin cambio, pero en el grupo 1 los valores de esta
citocina disminuyeron, indicando asi el término del proceso inflamatorio, al disminuir el

TNF-a podemos observar como también disminuyeron los valores de IL-1B y podemos
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inferir que los valores de IL-6 debieron disminuir, lo que conduce a evitar un choque séptico
que puede llevar a un desenlace fatal, por tanto, los valores de esta citocina son importantes

marcadores de la progresion de la enfermedad.
- Citocinas Th2

En el grupo 1 hubo una pequefia diferencia en la expresion de la IL-4, siendo menor su
expresion cuando se encontraba activa la enfermedad, no obstante, en el grupo 3 se observo
un aumento de la expresion de esta citocina cuando ya no habia indicios de infeccién.

CONCLUSIONES
Durante la infeccion virica los factores del huésped desencadenan una respuesta, sin
embargo, cuando esta fuera de control se le denomina inmunopatogénesis, provocando dafos

en el tejido pulmonar, deterioro funcional y reduccién de la capacidad pulmonar.

Durante el curso de la enfermedad, el TNF-a ¢ IL-1B se encuentran elevadas, siendo
productoras de los sintomas producidos, que previamente se han descrito. Y al disminuir

estas citocinas se puede lograr una recuperacion.

La presencia de la IL-1B es un determinante para la recuperacion de la enfermedad o para la
complicacion de esta, ya que en el grupo 1 aumenta durante la enfermedad y disminuye tras

esta.

Una produccion sostenida de IFN y TNF por parte de las células T, provoca activacion de los
macrofagos, los cuales liberan de IL-1B, volviéndose un ciclo constante de liberacion de

citocinas pro-inflamatorias que pueden causar un desenlace fatal al paciente,

De la misma manera, IL-17 es un importante marcador de mal pronéstico de la enfermedad,

al estar relacionada con la IL-1pB, y favorecer la expresion de esta citocina.

En la primera fase de la enfermedad hay un predominio de la respuesta Th1l, al ver como la

IL-4 se encuentra disminuida durante la fase activa de la enfermedad.
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Durante el curso de la enfermedad hay una liberacion exacerbada de citocinas pro-
inflamatorias, en donde posibles vias de regulacién de la carga viral como el IFN son

bloqueadas.

En los casos de neumonia por SARS-CoV es importante controlar la produccion de citocinas
y la respuesta inflamatoria, para evitar una complicacién de la enfermedad y con ello un

desenlace fatal.

Las principales citocinas por controlar son IL-18 y TNF-a, al poder mantener estable su

produccion se podria disminuir los efectos patdgenos y de disminucién de la oxigenacion.

En la etapa posterior al COVID-19 si predomina una respuesta Thl sobre la Th2, entonces,

el resultado es favorable.
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ANEXOS
Cuadro 11. RT-PCR para la deteccion de SARS-CoV-2 en muestras de hisopados

nasofaringeos.

Paso Temperatura Tiempo

RT 55°C 15 min
Desnaturalizacion 95°C 3 min
Ciclado (45 ciclos) 55°C 15s
58°C 1 min

Figura 4. Posiciones de las muestras en la placa para determinacion de SARS-CoV-2 por

RT-PCR

GenE Gen RNasa
1 2 3 9 f0a40i 12

2 / 8 9 2
A. o) (1) (1)@ (on) (11) (12) . (cN) (11) (12)

B (13) (14) (15) (16))1.3) (1.4) (1.5) (1.6)§13) (1.4) (15) 16 )

B 5 6 7

C 17\ 4181 19 |110» 17 18 ) 19\ 1110 17‘ llS ) 19 ‘11()\
o (.11) (112 (113 (L130A10) (112 (113 (1130010 (1.2 (113 (113

£ 1.16) (117 (1.18) (L19§1.16) (117 (1.18) (1.19/1.16) (1.17 (1.18 (1.19)

F 1.20) 1.21) {122 (1.23)§1.20) {1.21) {1.22) (1.23)}{1.20) {1.21) (122 (1.23)

G 1.25) .26 1.27) (1.281.25) (1.26) 1.27) (1.2801.25) (1.26) 1.27) (128

W 129) (130 (131) (132§129) (130 (1.31) (132 }129) (130 (131 (132

CP: control positivo, CN: control negativo. *Se repiti6 el mismo proceso, para los
demas grupos

Cuadro 12. Primers usados para evaluar la calidad del material genético.

Nombre Primer F Primer R

Tamario (pb)

AF4/FMR2 GGAGCAGCATTCCATCCAGC CATCCATGGGCCGGACATAA

AF4/[FMR2  CCGCAGCAAGCAACGAACC GTCTTCCTCTGGCGGCTCC

ZBTB16  TGCGATGTGGTCATCATGGTG CGTGTCATTGTCGTCTGAGGC

RAG1 TGTTGACTCGATCCACCCCA  TGAGCTGCAAGTTTGGCTGAA

600

400

300

200
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TBXAS1 GCCCGACATTCTGCAAGTCC GGTGTTGCCGGGAAGGGTT 100

Cuadro 13. Programa PCR punto final para evaluacién del material genético.

Paso Temperatura Tiempo
Desnaturalizacion 95°C 5 min
Ciclado (45 ciclos) 95°C 1 min

60°C 1 min
72°C 1 min
Extension 72°C 5 min

Figura 5. Posiciones en la placa para evaluacion del material genético obtenido, a travées de
PCR en punto final.
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