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1. Resumen

Antecedentes: A finales de diciembre de 2019, se reportdé en China un brote de
neumonia de etiologia desconocida. El agente etiolégico identificado fue el virus
SARS-CoV-2y la enfermedad causada se denomind COVID-19, la cual se convirtio en
una pandemia mundial. La manifestacion clinica mas grave generada por el virus
SARS-CoV-2 es la neumonia originando fiebre, tos, disnea y opacidades pulmonares.
Los pacientes en estado grave o critico por esta enfermedad padecen un estado de
hipercoagulabilidad caracterizado por angiopatia trombdtica macrovascular y
microvascular. Existen variantes genéticas que se han relacionado con el desarrollo

de eventos trombdticos en COVID-19 en poblaciones Caucasicas.

Objetivo: Evaluar la correlacion de las variantes genéticas rs6025 (FVL), rs1799963
(PTR), rs2230037 (G6PD) y rs800292 (CFH) con el tiempo de tromboplastina (TP),
tiempo parcial de tromboplastina (TTP) y deshidrogenasa lactica (DHL), en los

pacientes con COVID-19 leve a grave del Hospital Juarez de México.

Metodologia: se reclutaron 193 pacientes del Hospital Juarez de México que cursaron
con COVID-19 de leve a grave. Las pruebas de laboratorio: TP, TTP se tomaron en
tubos con citrato al 3.8% y para DHL en un tubo sin aditivos, se procesaron de acuerdo
con los protocolos establecidos en el laboratorio central del Hospital Juarez de México.
Adicionalmente se les tom6 una muestra de sangre periférica en tubos con EDTA para
extraer el ADN que se utilizé para la genotipificacion de las variantes genéticas por
medio de PCR en tiempo real y sondas TagMan. Las frecuencias alélicas entre

poblaciones se compararon mediante chi cuadrada. El equilibrio de Hardy Weinberg




se determind por chi cuadrada. Para el analisis de correlacion se utilizaron ANCOVAs

ajustadas por sexo y edad.

Resultados: el 96.9% de los pacientes (187) presentaron TP elevado. De manera
interesante los pacientes fallecidos presentaron niveles de deshidrogenasa lactica
significativamente mas altos comparados con los que no fallecieron. La frecuencia de
las variantes genéticas fue 0.3% para rs6025 (FVL), 0.5% para rs1799963 (PTR),
39.4% para la variante rs800292 (CFH) y 22.5% para rs2230037 (G6PD). Debido a la
baja frecuencia de rs6025 y rs1799963, y a que rs2230037 no cumplié con el Equilibrio
de Hardy-Weinberg, estas variantes no fueron consideradas en el analisis de
correlacion. La variante rs800292 (CFH) present6 una frecuencia diferente a la
poblacién Europea y Africana. Cuando se estratifico por vivos y fallecidos, se observé
gue los portadores de la variante rs800292 (CFH) en el grupo de fallecidos presentaron
un valor de TP significativamente méas alto comparado con aquellos que no portaban

la variante.

Conclusién: Por lo tanto, la variante genética rs800292 se encuentra correlacionada
con valores de TP significativamente mas altos en los pacientes con COVID-19 grave
fallecidos. Estos resultados sugieren que esta variante contribuye al estado de
hipercoagulabilidad que desarrollan los pacientes con COVID-19 grave del Hospital

Juarez de México.




2. Introduccién

SARS-CoV-2

A finales de diciembre de 2019, se report6 en China un brote de neumonia de etiologia
desconocida. El diagnéstico y andlisis epidemiolégico vinculd su aparicion con el
mercado de mariscos y animales en Wuhan, China. El agente etiolégico causante de
la neumonia de origen desconocido fue el SARS-CoV-2; la enfermedad causada por
dicho virus fue denominada COVID-19, la cual se ha extendido drasticamente en todo

el mundo para convertirse en una pandemia global (Aimrane et al., 2022).

La manifestacibn mas grave generada por el virus SARS-CoV-2 es la neumonia
caracterizada por fiebre, tos, disnea y opacidades pulmonares bilaterales en la
radiologia de térax (Gil et al., 2021; Sanchez Valverde et al., 2021). Los pacientes en
estado critico por esta enfermedad padecen un estado de hipercoagulabilidad
caracterizado por angiopatia trombdtica macrovascular y microvascular. De hecho,
alrededor del 20% de los pacientes muestran complicaciones relacionadas con los
trastornos de la coagulacion (Asteris et al., 2022). Dichos trastornos en la coagulacion
se manifiestan por alteraciones en los tiempos de coagulacion junto con parametros
bioquimicos como marcadores de dafio tisular entre los cuales se encuentra la
elevacion de la deshidrogenasa lactica (DHL); por lo que la alteracion de este
pardmetro fue relacionada con el pronéstico de COVID-19 en personas afectadas

(S4enz Morales et al., 2022a).




Por otro lado, existe evidencia de que diversas variantes genéticas estan relacionadas
con complicaciones en los pacientes con COVID-19, principalmente en poblaciones
europeas (Stankovic¢ et al., 2020). Se ha reportado que las variantes genéticas rs6025
(FVL), rs1799963 (PTR) estan relacionadas con el riesgo de eventos trombdéticos,
mientras que las variantes rs2230037(G6PD) y rs800292 (CFH) se han relacionado
con formas graves de COVID-19 (Gavriilaki et al., 2021) por lo tanto, el objetivo de este
proyecto es evaluar la correlacion de las variantes genéticas rs6025 (FVL), rs1799963
(PTR), rs2230037 (G6PD) y rs800292 (CFH) con el TP, TTP y DHL en pacientes con

COVID-19 (Trujillo-Araujo et al., 2021).

2.1 Justificacion

Ante los retos suscitados por la pandemia de COVID-19 es importante evaluar el papel
gue juegan los factores genéticos en la poblacion mexicana sobre las caracteristicas
sintomaticas graves de los pacientes que cursan con la enfermedad. Debido a que las
poblaciones en el mundo son heterogéneas genéticamente y a que esta caracteristica
hace que las enfermedades y su prondstico se comporten de una manera particular en
cada region, es necesario que en cada poblacion se investigue como influyen las
variantes genéticas en el desarrollo de las enfermedades. Asi, la importancia de
conocer gué variantes genéticas porta la poblacién en riesgo de presentar COVID-19
grave podria apoyar en la implementacion de estrategias efectivas que impacten en
las cifras de morbilidad y mortalidad de la poblacion. Para esto es necesario conjuntar
la colaboracion con diversos especialistas e integrar parametros adicionales que

puedan ayudar en el prondstico de la enfermedad. Adicionalmente el conocimiento




generado en el area de la medicina genOmica representa una oportunidad para

afrontar de mejor manera la pandemia generada por el SARS-CoV-2.

3. Marco teérico
3.1 Curso de la enfermedad COVID-19

Leve y moderado

La infeccion por SARS-CoV-2 puede ser asintomética (33 a 50%). La ausencia de tos
disminuye la transmision. La tos junto con la fiebre son las manifestaciones mas
frecuentes; aun asi, debe realizarse una monitorizacion de la situacion clinica durante
un tiempo minimo de dos semanas. También se puede presentar sintomatologia
gastrointestinal y cursar sin manifestaciones clinicas respiratorias. En la COVID-19
leve y moderada las manifestaciones clinicas son fiebre, fatiga, tos, anorexia, malestar
general, dolor muscular, dolor de garganta, disnea, congestion nasal, dolor de cabeza.
En la leve no hay hallazgos anormales en la imagen de térax, mientras que en la

moderada las imagenes de térax muestran una neumonia leve (Gao et al., 2021).

Entre un 80 a 85% de los casos son leves o moderados (incluye neumonia leve), un
10 a 14% son graves (neumonia grave), requiriendo hospitalizacién y un 5 a 6% son
criticos (insuficiencia respiratoria, shock séptico y/o fallo multiorganico) con elevada

mortalidad (Molero-Garcia et al., 2021).

Grave

En los casos graves, la COVID-19 se caracteriza por un incremento de citocinas

proinflamatorias y como consecuencia hiperinflamacion, activacién plaquetaria,




disfuncion endotelial y coagulopatia relacionada con la sepsis (McGonagle et al., 2020;
Bai et al.,, 2020). Asimismo, el engrosamiento vascular pulmonar también se ha
observado con frecuencia en pacientes con COVID-19 grave en comparacion con
pacientes con neumonia no relacionada con COVID-19, lo que sugiere un tropismo
potencial del virus por la vasculatura pulmonar, (Vivas et al., 2020; Wang et al., 2020;
Mummery & Rider, 2000). De este modo, el incremento de citocinas conduce a la
necrosis de células epiteliales, al aumento de la permeabilidad de las células
vasculares y a la inmunidad celular y humoral anormal, lo que eventualmente da como
resultado una lesidon pulmonar aguda, sindrome de dificultad respiratoria aguda

(SDRA) y muerte (Shi et al., 2020; Llover & Jiménez, 2021).

Los pacientes que sufren una infeccion por SARS-CoV-2 tienen un aumento del riesgo
de eventos tromboembdlicos, especialmente enfermedad trombdética venosa (ETEV),
relacionada con la situacion critica y de inmovilizacion que conlleva a la hospitalizacién
en pacientes graves con COVID-19. Al respecto, un metaandlisis reciente informé una
tasa combinada de ETEV del 14.7% y el 23.2% en pacientes hospitalizados y en
unidades de cuidados intensivos, respectivamente (Tan et al., 2021). Es por ello que
las estrategias de prevencion efectivas de la ETEV son cruciales en la clinica (Ortiz-

Prado et al., 2020).

3.2 Parametros bioquimicos estudiados en los pacientes con COVID-19
Los hallazgos mas tipicos en pacientes con infeccion por COVID-19 severa y
coagulopatia son: 1) disminucion en el recuento de plaquetas; 2) aumento constante

de la concentracion de dimero-D; 3) procalcitonina; 4) interleucina-6; 5) ferritina, asi




como, 6) prolongacion leve de los tiempos de coagulacion (tiempo de protrombina, TP
y tiempo parcial de tromboplastina activado, TTPa) (Piera Carbonell et al., 2020). No
obstante, el presente estudio se enfocara en TP, TTPa y DHL debido a que todos los

pacientes incluidos contaban con estos datos.

3.3 Tiempo de protrombina

El TP evalla las vias extrinseca y comun del sistema de coagulacion. La prueba
consiste en medir el tiempo de coagulacién en sangre tratada con citrato de sodio,
como quelante de calcio en presencia de tromboplastina (mezcla de factor tisular con
fosfolipidos) e iones calcio. El TP refleja cambios en los niveles de tres factores
vitamina K-dependientes (FlIl, FVII, FX) y del FV. Los niveles de fibrinbgeno que son
capaces de alterar el TP son aquellos por debajo de los 50 mg/dL en donde la

alteracion del TP es considerable (Me, 2017).

Los resultados del TP pueden expresarse en tiempo (segundos), % o en razones (TP
paciente / TP normal). Si bien en ciertos paises el resultado en segundos y en razones
es utilizado, se sabe que el informe en segundos y la razon dependen
significativamente del tipo de reactivo y del instrumento utilizado en la deteccion del
coagulo. Este problema es mejorado si se expresa en % de actividad. Para informar
en % de actividad se debe realizar una curva de calibraciéon con un pool de plasmas
normales o un calibrador comercial, el valor de referencia esta entre 70-120% o

expresado en razon, ésta debe ser menor a 1.2 (Me, 2017).

El TP es el método elegido para monitorear pacientes bajo tratamiento con

anticoagulacion oral con dicumarinicos, pero en este caso se debe expresar en Razén




Internacional Normalizado (INR) que es la razon entre el tiempo del paciente y la media
geométrica de TP de la poblacion no enferma en el laboratorio elevado a una potencia
gue es el ISI (indice de sensibilidad indicado por el fabricante). Para calcular el INR se
utiliza el I1SI o indice de sensibilidad internacional que se calcula a partir de la
comparacion de los tiempos obtenidos de muestras de pacientes con la tromboplastina
a calibrar comparado con una tromboplastina patron internacional (IRP) (Rodriguez C.

A. & Rodriguez S. R., 2011).

Cabe recordar que el TP es una prueba global y, por lo tanto, refleja el equilibrio entre
los distintos factores que intervienen en la activacion in vitro de la via extrinseca. Por
lo que la deficiencia de un factor aislado tendra menor repercusion que la deficiencia

de varios factores(Espinosa G. & Reverter J.C, 2001).

3.4 Tiempo de tromboplastina parcial activado

El TTPa es una prueba de chequeo de la via intrinseca del sistema de coagulacion,
que detecta niveles disminuidos de los factores implicados en esta via: VIII, XI, IX'y
XIl. Es menos sensible a los factores de la via final comun (I, V y X) (Sdenz Morales

et al., 2022b).

La prueba consiste en medir el tiempo de coagulacion del plasma tratado con citrato
de sodio en presencia de tromboplastina parcial (la fraccion fosfolipidica de la
tromboplastina, denominada cefalina), un activador de carga negativa (que puede ser
de distinto tipo, por ej. silica) e iones calcio. Sus valores son dependientes del reactivo
y del sistema de deteccion del coagulo, por lo que cada laboratorio los debe establecer

e informar. Los diferentes reactivos muestran distinta sensibilidad al déficit ligero de




factores de la via intrinseca, a la presencia de inhibidores adquiridos o de heparina no

fraccionada (Espinosa G. & Reverter J.C, 2001).

Se observan valores prolongados de TTPa en:

Déficit congénito y/o adquirido de los factores I, V, VIII, IX, X, Xl y XIl. Siempre
hay que recordar que es una prueba global y que la deficiencia ligera o aislada
de un solo factor puede no modificar demasiado la prueba.

Anticoagulacion oral con anti-vitamina K dependiendo del nivel de
anticoagulaciéon

Tratamiento con heparina de bajo peso molecular, especialmente a dosis
terapéuticas

Anticoagulacion con heparina no fraccionada (prueba que se utiliza para

dosificarla)

En cuanto a la utilizacion del TTPa para dosificar la heparina no fraccionada, los

valores de TTPa que corresponden a niveles de heparina terapéutica (0.2-0.4 Ul/mL o

0.3-0.7 U anti Xa/mL) varian de acuerdo con el reactivo y el sistema de deteccién

(coagulémetro) (Me, 2017).

Respecto a los casos en los que se cursa con un evento de coagulacion intravascular

diseminada (CID) se ha observado que algunos pacientes con infeccion grave por

COVID-19 y fallo multiorganico progresan a una coagulopatia que cumple con los

criterios de CID segun los criterios de la Sociedad Internacional de Trombosis y

Hemostasia (ISTH). Esto se refleja en la trombocitopenia moderada a severa (recuento




de plaquetas < 50x10°%L), prolongacion del TP y el TTPa y disminucién del fibringeno

(< 1.0 g/L) (Espinosa G. & Reverter J.C, 2001).

La hipercoagulabilidad es un problema importante en pacientes con infeccion por
COVID-19 y el sistema hemostatico se desplaza notablemente hacia el lado
procoagulante en estos pacientes. Con lo cual los valores de TP y TTPa se ven
alterados en los individuos afectados por COVID-19 (Rodriguez C. A. & Rodriguez S.

R., 2011).

3.5 Deshidrogenasa Lé&ctica

La DHL esta presente en diversos tejidos y 6rganos, dicha enzima citoplasmatica
cataliza la conversién del acido piravico en lactato. Existen cinco isoformas diferentes
de DHL que se distinguen por pequeiias diferencias en su estructura, a las que se le
denomina isoenzimas, las cuales se encuentran bien caracterizadas, y estan
relacionadas con diversas enfermedades. Su distribucion en diferentes érganos y
tejidos es la siguiente: DHL-1 corazén y glébulos rojos; DHL-2 glébulos blancos; DHL-
3 pulmones; DHL-4 rifiones, placenta y pancreas; y DHL-5 higado y musculos. Se ha
reportado que esta enzima se altera en enfermedades pulmonares incluyendo las
causadas por virus respiratorios. Asi, el dafio tisular que implica la ruptura de
membranas genera una alta concentracion de DHL en circulacién. La aparicion
extracelular anormal de la DHL, detectable en suero, se ha usado como un marcador
de prondstico negativo en un gran numero de condiciones clinicas, incluyendo sepsis,

dafio tisular y dafio pulmonar (Guerrero Topete et al., 2021).




La DHL se puede considerar como un marcador prondstico ya que en el
reconocimiento de lesiones pulmonares tempranas y en casos graves de COVID-19
tiene gran utilidad al estar relacionado con su aumento en los niveles séricos por lo
gue su medicion puede predecir de forma sencilla, econdmica y rapida los casos
severos por infeccion por SARS-CoV-2. Sin embargo, no es una enzima especifica,
por lo que junto con otros parametros bioquimicos fueron de ayuda en el prondstico de
la gravedad de la COVID-19 durante la pandemia. En el curso severo por SARS-CoV-
2 se han puntualizado criterios clinicos, de imagen y laboratorio, encontrando diversos
marcadores, incluida la DHL. La cual tiene importancia como un biomarcador asociado
a dafo pulmonar y considerada como marcador en la definicion de severidad (Gupta,

2022).

3.6 Variantes genéticas

Los polimorfismos de un solo nucleétido (SNP) son el tipo mas comdn de variacion
genética que se encuentra en el genoma humano y representan la razén principal del
90% de todos los tipos de variaciones genéticas entre individuos (Qian et al., 2015).
Existen variantes genéticas que han sido asociadas con la gravedad de COVID-19. De
las variantes genéticas revisadas en la literatura, se eligieron las mas estudiadas en
las poblaciones alrededor del mundo y que estuvieran relacionadas con la gravedad

de COVID-19.

rs1799963 (PTR)

El cambio de una sola variante G20210a (rs1799963), que se encuentra en la region

no traducida 3’ del gen de la protrombina (PTR o F2) se ha asociado con un aumento




de los niveles de protrombina y, por tanto, con la activacion de la trombina (Finan et
al., 2002; Poort et al., 1996). El cambio de guanina a adenina provoca un aumento de
los niveles de protrombina en un 70% aumentando asi la propension a la coagulacion

de la sangre, esto se encontr6 en diversas poblaciones humanas (Segal et al., 2009).

La busqueda de la variante rs1799963 en el gen de la PTR ha sido estudiada en
combinacion con otras variantes y datos clinicos especificos en una poblacién de
Barcelona, Espafia: para establecer un algoritmo predictivo del riesgo de aparicion de

un ETV (Soria et al., 2022).

Especificamente en una poblacién de Suecia se observd que los portadores de la
variante rs1799963 tenian un mayor riesgo de ETEV (OR=1.6, p<0.001) en el caso de
heterocigotos, y en el caso de homocigotos este riesgo aument6 diez veces (OR=11.3,

p<0.001) (Manderstedt et al., 2022a).

rs6025 (FVL)

La variante en la posicion 1691 en el exén 10 en el gen que codifica el factor de
coagulacion V (rs6025) da como resultado un cambio de guanina por adenina
(G1691A). Dicha variacion conduce al remplazo del aminoacido arginina (R) en el
coddn 506 por el aminoacido glutamina (Q). Dicho cambio hace que el Factor V sea
menos efectivo como cofactor de la proteina C activada (APC) y no presente
inactivacion (Thorelli et al., 1999). La falta de inactivacién de FV por APC conduce a
un aumento de 5 a 10 veces la probabilidad de formaciéon de trombos (Heeb et al.,

1995). En este sentido los portadores de esta variante y que presenten la COVID-19




podrian tener un mayor riesgo a presentar eventos trombéticos (Manderstedt et al.,

2022a).

Es importante mencionar que en la trombofilia, condicion que predispone a los
pacientes a trombosis, estan involucrados factores genéticos como la presencia de las
variantes rs1799963 (PTR) y rs6025 (FVL) (Kiraz et al., 2021). La combinacion de las
variantes rs1799963 en PTR y rs6025 en FVL, que se han descrito de manera clasica
como variantes que participan de manera independiente en el riesgo trombotico, se
han utilizado en conjunto para establecer un modelo predictivo de acuerdo con un
puntaje de riesgo para padecer complicaciones trombadticas (Soria et al., 2022). En
dicho estudio, se observé un aumento del doble del riesgo de EVET al portar las dos

variantes.

En un estudio reciente (Xie et al., 2022), en pacientes caucasicos del Reino Unido, se
observé una asociacion de rs6025 con la presencia de eventos trombdéticos, en este
contexto los portadores de la variante presentaron dos veces el riesgo de

tromboembolismo venoso.

rs2230037(G6PD)

La variante de sustitucion de transicion intergénica rs2230037(G6PD) se ha
relacionado con bloqueo a la microcirculacion en pacientes que cursan con
infecciones, manteniendo una relacién con eventos de coagulacion en los pacientes
gue cursan con COVID-19. Dicha variante genética esta involucrada en la

farmacocinética como en la farmacodinamia de medicamentos usados en pacientes




con COVID19, con la posibilidad de ocasionar reacciones adversas medicamentosas
(RAM), asi como en las reacciones de hipersensibilidad al farmaco; lo que también
puede determinar una reaccion inmunologica severa (Khan, 2016) . La evaluacion
genética puede predecir la aparicion de efectos toxicos relacionados con los
medicamentos. En este contexto, la variante rs2230037(G6PD) que se relaciona con
la deficiencia de glucosa-6 fosfato deshidrogenasa en pacientes con hidroxicloroquina
aumenta el riesgo de complicaciones como la hemolisis, por lo que dicho tratamiento
puede conllevar a desencadenar mas complicaciones en los pacientes. Una terapia
prometedora que se ha usado durante la pandemia es la compuesta por cloroquina e
hidroxicloroquina, que previene la entrada viral e inhibe la endocitosis. La cloroquina
interfiere con la glicosilacion terminal del receptor celular, enzima convertidora de
angiotensina 2, previniendo la entrada del virus. También inhibe la replicacion, el
transporte de virus y su liberaciébn. La cloroquina tiene wuna actividad
inmunomoduladora, que puede mejorar sinérgicamente su efecto antiviral in vivo (Daly,
2017; Badary, 2021). La hidroxicloroguina es una cloroquina analoga, mas soluble que
la cloroquina, y comparte el mismo mecanismo de accién que la cloroquina. La
cloroquina ha mostrado favorablemente la eliminacion del virus en pacientes con
COVID-19 y para evitar su toxicidad se prefiere la administracion de hidroxicloroquina
sin embargo la variante rs2230037(G6PD) obstaculiza la eficacia del tratamiento

(Stankovi¢ et al., 2020).

Ante la pandemia global de COVID-19 un sin nimero de terapias farmacolégicas ha

sido utilizado, en un intento urgente por aminorar su letalidad, muchos medicamentos




sin eficacia establecida se han utilizado en pacientes, ya sea como uso autorizado por
la emergencia sanitaria, pasivo o como ensayo clinico. En medio de estas
circunstancias se han utilizado diversos farmacos sin suficiente evidencia de eficacia

y grado de toxicidad (Mansory et al., 2021).

rs800292 (CFH)

La sustitucién de transicion produce cambio de sentido erréneo intergénico que implica

el cambio de aminoacido en la proteina de ILE62VAL en el exén 2 (Ng et al., 2008).

Existe evidencia que sugiere que el SARS-CoV-2 induce un circulo vicioso de
disfuncion inmunitaria, lesidbn endotelial, activacion del complemento vy
microangiopatia. En particular, la enfermedad COVID-19 grave es de caracter vascular
multisistémica caracterizada por disfuncion endotelial. Por lo tanto, una mejor
comprension de la disfuncién endotelial y la activacion del complemento en la COVID-

19 es de suma importancia (Asteris et al., 2022).

La variante rs800292 (CFH) se ha asociado con formas graves de la enfermedad, por
lo que algunos estudios han sugerido que es util para predecir la severidad de la
enfermedad COVID-19. La activacion del complemento es una caracteristica clave en
diversos trastornos mediados por el complemento, entre ellos, las microangiopatias
trombadticas (MAT) han sido investigadas a fondo. Las mutaciones de la linea germinal
en genes relacionados con el complemento son un factor que participa en el impacto

de la enfermedad en el paciente. Se ha encontrado que pacientes que no presentan la




variante rs800292 (CFH) no requirieron hospitalizacion, encontrando asi una relacion

con la gravedad de la enfermedad (Gauvriilaki et al., 2021).

Tabla 1. Variantes genéticas y su relacion con complicaciones en COVID-19.

Variante Gen Asociacion Referencias

(Stevens et al., 2021,

rs6025 Factor V Leiden Eventos tromboticos Xie et al., 2022)
(Manderstedt et al.,
rs1799963 Protrombina Eventos tromboticos 2022b; Soria et al.,
2022)
Bloqueo a la (Stankovi¢ et al.,
r$2230037 G6PD microcirculacion y toxicidad | 2020)
Microangiopatias (Gavriilaki et al.,
rs800292 FCH trombaticas 2021)

4. Planteamiento del problema

El riesgo de un evento trombdético venoso (ETV) afecta en gran manera el pronéstico
de la enfermedad de COVID-19. Asi, durante la crisis sanitaria generada por COVID-
19 se suscit6 un desafio para el diagndstico y prondéstico de la enfermedad; por lo que
fue necesario establecer los parametros bioquimicos alterados en los pacientes, dicha
informacion resulté oportuna para conocer el riesgo con el que cursaban al contraer la
enfermedad. Debido a la rapidez con la que se presenté la pandemia, no se realizaron
estudios moleculares que proporcionaran informacion de la participacion de los
factores genéticos en la presencia de complicaciones en COVID-19, por lo que el

estudio de la contribucidén de los factores genéticos en la susceptibilidad de padecer




un ETV brinda un mayor conocimiento para proponer estrategias de profilaxis o
preventivas asi como establecer un mejor manejo de la enfermedad. Es por ello, que
resulta de gran importancia conocer la relacion de las variantes genéticas rs6025
(FVL), rs1799963 (PTR), rs2230037 (G6PD) y rs800292 (CFH) con la alteracion de los
parametros bioquimicos en los pacientes del Hospital Juarez de México que cursaron

COVID-19.

5. Pregunta de investigacion
¢, Cual es la relacién entre las variantes genéticas rs6025 (FVL), rs1799963 (PTR),
rs2230037 (G6PD) y rs800292 (CFH) y los parametros de TP, TTP y DHL en pacientes

con COVID-19?

6. Hipotesis

La presencia de las variantes genéticas rs6025 (FVL), rs1799963 (PTR), rs2230037
(G6PD) y rs800292 (CFH) incrementan las alteraciones en los parametros TP, TTP y
DHL en pacientes que cursaron con COVID-19 comparados con los pacientes que no

portan las variantes genéticas.

7. Objetivo general

Evaluar la correlacién de las variantes genéticas rs6025 (FVL), rs1799963 (PTR),
rs2230037 (G6PD) y rs800292 (CFH) con el tiempo de tromboplastina (TP), tiempo
parcial de tromboplastina (TTP) y deshidrogenasa lactica (DHL), en los pacientes con

COVID-19 leve a grave del Hospital Juarez de México.

7.1 Objetivos especificos




1. Determinar la frecuencia de las variantes genéticas rs6025 (FVL), rs1799963 (PTR),
rs2230037 (G6PD) y rs800292 (CFH) en pacientes del Hospital Juarez de México

afectados por COVID-19.

2. Determinar la relacion entre los parametros de tiempo de protrombina, tiempo parcial
de tromboplastina y deshidrogenasa lactica y las variantes genéticas rs6025 (FVL),
rs1799963 (PTR), rs2230037 (G6PD) y rs800292 (CFH) en pacientes del Hospital

Juarez de México afectados por COVID-19.




8. Definicién operativa de variables.

Tabla 2. Operacionalizacion de variables.

. Definicion Definicion Tipo de Unidad de
Variable ; . )
conceptual operacional variable medida
Cambio en la
secuencia del
ADN de una
base en la Cambio de la
Polimorfismo posicion secuencia del Homocigoto
del gen G20210A ADN Cualitativa | Heterocigoto
rs1799963 (aumenta los determinada Ordinal Homocigoto
(PTR) niveles por sondas silvestre.
plasmaticos de | Tagman
protombina con
riesgo de
trombosis)
Cambio en la
secuencia del Cambio de la
ADN de arginina | secuencia del Homociooto
Polimorfismo (R) en el codéon | ADN o g
del gen rs6025 | 506 por determinada Cuallt_atlva Heteroc_|goto
g Y
: Ordinal Homocigoto
(FVL) glutamina (Q). por sondas .
. silvestre
Relacionado con | Tagman.
la formacion de
trombos
Cambio de la
Polimorfismo Cambio de Ia secuencia del Homocigoto
del gen secuencia del ADN Cualitativa | Heterocigoto
rs2230037 ADN determinada Ordinal Homocigoto
(G6PD) por sondas silvestre
Tagman.




Cambio de la

. . . secuencia del Homocigoto
Polimorfismo Cambio de la o .

. ADN Cualitativa Heterocigoto
del gen secuencia del determinada Ordinal Homocigoto
rs800292 (CFH) | ADN )

por sondas silvestre
Tagman.
Mide el tiempo
de coagulacién
del plasma
citrado tras la Es el
adicién de un pardmetro de
Tiempo de exceso de control de la Cuantitativa
) . . L . Segundos.
protombina tromboplastina y | anticoagulacion | Continua
calcio. Valora la | oral.
via extrinseca
de la
coagulacion y
comun
Mide el tiempo Cuantitativa | Segundos.
de coagulacion | Prueba para Continua.
Tiempo parcial | del plasma evaluar el
de citrado en tiempo que
tromboplastina | contacto con tarde la sangre
calcioy en coagularse.
fosfolipidos.
Enzima Cuantitativa | Unidades
citoplasmatica continua internacionales
Deshidrogenasa | que cataliza la Marcador de /L
lactica conversion del dafio tisular.
piruvato en
lactato
Caracteristicas Cualitativa | Femenino
biologicas y Identificacion, Nominal Masculino
fisiologicas que | proporcionado
Sexo ) )
definen a con el ingreso
hombres y del paciente.
mujeres
Tiempo ARos Cuantitativa | Afios
transcurrido a cumplidos al Discreta
Edad partir del momento del
nacimiento del estudio de
paciente. acuerdo con la




fecha de
nacimiento.

9. Materiales y métodos
9.1 Disefio de estudio y tipo de investigacion

Estudio transversal retrospectivo.

9.2 Calculo del tamafio de muestra:

Tamafio de muestra para estimar una proporcion.

Z; . p(1—p)

nO = d2

Z=1.97
p = frecuencia de la enfermedad

d = error

Considerando que el numero de pacientes confirmados con COVID-19 es de
7,421,152 y que el nimero pacientes con COVID-19 en la Ciudad de México es de
1,743,399 se estima que alrededor del 23.5% de los infectados con SARS-Cov-2 se

encontraron en la Ciudad de México.

Tomando en cuenta que del 23.5 % el 14 % pueden presentar trombosis, un nivel de
confianza del 95% y un error del 5%, el calculo de tamafio de muestra es de 186

pacientes.




9.3 Delimitacion temporal
Pacientes recibidos en el Hospital Juarez de México durante el periodo de agosto 2020

a junio del 2021.

9.4 Poblacion:

Se reclutaron 193 pacientes del Hospital Juarez de México.

9.5 Criterios de seleccion
9.5.1 Criterios de inclusién

e Pacientes con COVID-19 con enfermedad leve, moderada o grave.

Mayores de 18 afios

Sexo indistinto

Prueba de PCR con diagnostico positivo.

Sujetos nacidos en México con abuelos y padres mexicanos; con la finalidad de

tener una poblacion latina y poder diferenciar con otras poblaciones del mundo.

9.5.2 Criterios de eliminacion
e Imposibilidad de obtener de material genético.

e Sujetos que no decidieran continuar en el proyecto.

9.5.3 Criterios de exclusion:

e Pacientes no confirmados con COVID-19 por medio de prueba de PCR.

Antes del estudio se informé ampliamente las metas, el alcance del estudio y se firmo

la carta de consentimiento informado. El proyecto se sometio al comité de Etica para




investigacion en Humanos del Hospital Juarez de México y cuenta con registro HIM

010/21-1.

9.6 Datos demogréficos y determinaciones bioquimicas

Se obtuvo una muestra de sangre periférica en tubo con citrato de sodio, en tubo con
EDTA y en un tubo sin aditivo. Se registraron los datos demograficos, incluyendo sexo
y edad. Se realizd la revision del expediente clinico obteniendo la siguiente

informacion: perfil de tiempos de coagulacién y DHL.

9.7 Extraccién de ADN

El aislamiento de ADN gendmico se realiz6 a partir de la muestra de sangre periférica
utilizando una modificacion del método de purificacion salina reportado por Miller et al.
(Nasiri et al., 2005). EI ADN se obtuvo a partir de leucocitos de sangre total, los cuales
se obtuvieron por centrifugacién en gradientes de densidad. EI ADN se obtuvo tras la
lisis nuclear y la precipitacion en presencia de etanol frio. EI ADN obtenido se
reconstituyd en agua grado biologia molecular. Se procedié a la cuantificacién y
verificacion de la integridad del material genético mediante un nanodrop Yy
electroforesis en agarosa, respectivamente. Posteriormente se realizaron diluciones

de todas las muestras para obtener una concentracion de 20 ng/pL.

Procedimiento para extraccion de acidos nucleicos

Obtencién de leucocitos.

En un tubo coénico estéril de 15 mL se agrego:

-4mL de sangre periférica




-6.5mL de sacarosa-triton 2X

-3.5mL de H20 destilada

Los tubos se mantuvieron en hielo antes de centrifugar.

Se centrifugaron a 2500 rpm por 15 min.

Se decant6 el sobrenadante

Se realizaron 3 lavados del pellet con 3 mL de sacarosa-tritobn 1X

En cada lavado se centrifugd a 2500 rpm por 15 minutos y se decanto el sobrenadante.

Para continuar con la lisis de leucocitos y contenido celular no genémico:

Se agreg0 lo siguiente:

1 mL de buffer de lisis nuclear

55 uL de SDS 10% dodecilsulfato de sodio.

25 pL de proteinasa K

Se dejaron los tubos en agitacién constante por 24 horas en bafio de agua destilada a

37°C.

Eliminacion de proteinas mediante precipitacion salina (Salting-out)

Se agregaron 600 pL de cloruro de sodio saturado.

Se agito vigorosamente hasta disolver el pellet.

Se centrifug6 a 3000 rpm por 15 min. a 4°C




Se transfirié el sobrenadante a otro tubo cénico estéril de 15 mL

Precipitacion del ADN

Se agregaron 2 volumenes de etanol absoluto frio (se mantuvo siempre en hielo)

Se mezclaron las soluciones suavemente por inversion.

Se recuper6 el ADN con una pipeta Pasteur sellada y esterilizada previamente.

Se lavé el ADN con etanol al 75%, y posteriormente se resuspendié en 200 pL de H20

grado biologia molecular en un tubo eppendorf en bafio seco a 37°C por 20 min.

9.8 Genotipificacion
La genotipificacion se realiz6 mediante PCR en tiempo real. Se utilizaron sondas

TagMan de Thermo Fisher en un termociclador en tiempo real CFX 96 BioRad.

Para determinar las frecuencias alélicas y genotipicas se utilizaron las siguientes

sondas TagMan:

Tabla 3. Variantes genéticas estudiadas.

Gen Variantes genéticas
(No. De catalogo)
Factor V Leiden rs6025 (C_11975250 10)
Protrombina rs1799963 (C_8726802_20)
G6PD rs2230037 (C_15851848 10)
FCH rs800292 (C_2530382_10)




Las condiciones de la reaccion utilizadas en el termociclador CFX 96 de Biorad fueron:

2 min a 55°C y 10 min a 95°C, seguidos por 45 ciclos de 20 s a 95°C y 1 min a 60°C.

10. Andlisis estadistico e interpretacion de datos

Para determinar la distribucion de las variables cuantitativas se us6 una prueba de
Kolmogorov-Smirnov. Los datos cuantitativos se presentaron como medias y
desviaciones estandar o medianas e intercuartiles dependiendo de la distribucion. Las
frecuencias alélicas entre poblaciones se compararon mediante chi cuadrada. El
equilibrio de Hardy Weinberg se determind por chi cuadrada. Para correlacionar las
variantes genéticas con los parametros TP, TTP y DHL se utilizé el ANCOVA (analisis
de varianza ajustado por edad y sexo). Para el analisis de correlacion sélo se
consideraron las variantes genéticas que tuvieran una frecuencia alélica mayor a 5%
y que cumplieran con el equilibrio de Hardy Weinberg. Los analisis estadisticos se

realizaron con el software SPSS v21.

11. Aspectos éticos

Esta fue una investigacién con riesgo minimo, ya que se tomo6 una muestra de sangre
periférica y se registraron medidas antropométricas (Reglamento de la Ley General de
Salud en materia de investigacién para la salud). Se obtuvo la carta de consentimiento

informado de todos los pacientes. Numero de registro HIM 010/21-1.

12. Aspectos de bioseguridad
Debido a que en el proyecto se manejaron muestras infectadas con SARS-CoV-2, de

acuerdo con los Centros para el Control y Prevencion de enfermedades (CDC) se




mantuvo el control adecuado para evitar la propagacion del virus y la seguridad del

personal que manejé las muestras. X

El personal involucrado en el manejo de las muestras que implicé: a) la toma de
muestra y en la extraccion de ADN, uso6 equipo de proteccion personal. El equipo de
proteccion personal para la toma de muestra implicé obligatoriamente cubrebocas N95
o mascarilla con respirador de nivel superior, lentes o gafas de proteccion para los
0jos, bata para laboratorio. Para el procesamiento de las muestras en la extraccion de
ADN se utilizé6 una campana de flujo laminar Clase IlI, con el fin de proporcionar una
barrera entre la muestra y el personal. Precauciones adicionales incluyeron el uso de
cubrebocas. La campana de flujo laminar en donde se llevé a cabo la extraccion se
desinfectd antes y después de llevar a cabo el procedimiento, asi como cada hora
durante el experimento o en el caso de derramamiento se tratd con amonio
cuaternario. Asimismo, los residuos generados de la extraccion de ADN se
recolectaron y destruyeron como desechos de riesgo biologico (RPBI) de acuerdo con

la NOM-087-ECOL-SSA1-2002.

13. Resultados

Se contd con una poblacion conformada mayoritariamente por hombres menores de
60 afos, la mayoria de los pacientes tenian una mediana de edad de 56 afios (Tabla
4). Como se puede observar en la Tabla 4 los pacientes con COVID-19 presentaron

niveles elevados de DHL comparados con los valores de referencia (105-333 UI/L).

El TP se observa aumentado respecto a los valores de referencia (9.3 a 11.5 s), en

este contexto el 96.9 % de los pacientes (187) presentaron TP elevado. En tanto que




la mediana del TTP se encuentra entre los valores de referencia (20.6 a 38.6 s), y solo
el 6.5 % de la poblacion presento este parametro aumentado. Es importante mencionar
gue de los pacientes reclutados el 29.5% fallecio.

Tabla 4. Caracteristicas de la poblacion de pacientes con COVID-19 del Hospital

Juarez de México.

Generales, N=193

Edad (afios) 56 (39,66)

Sexo (masculino/femenino %) 60.8% / 39.2%

Parametros bioquimicos Valores de referencia
Deshidrogenasa lactica U/L 393.5 (299.0, 555.3) 105.0 -330.0
TP segundos 13.5(12.57, 14.80) 9.30-11.50
TTP segundos 24.4 (22.1, 27.05) 20.60 — 38.60

Los datos se presentan como medianas (cuartiles 25 a 75). Las variables categdricas se presentan como
porcentaje. Abreviaturas: TP: tiempo de protrombina; TTP: tiempo parcial de tromboplastina.

Adicionalmente los pacientes se estratificaron por vivos y fallecidos. En la Tabla 5 se
muestra que los pacientes que fallecieron presentaron niveles de DHL
significativamente mas altos comparados con los vivos.

Tabla 5. Caracteristicas de la poblacién de pacientes vivos y fallecidos con COVID-

19 del Hospital Juarez de México.

Vivos Fallecidos
Parametros bioquimicos N=136 N=57
Deshidrogenasa lactica U/L 355 (263, 469) 543 (385, 716)*
TP segundos 13.5 (12.6, 14.7) 13.7 (12.6, 15.2)
TTP segundos 24.6 (22.3, 27.0) 24.1(21.9, 31.1)




Los datos se presentan como medianas (cuartiles 25 a 75). Abreviaturas: TP: tiempo de protrombina; TTP: tiempo
parcial de tromboplastina. Estadistico de prueba U de Mann Whitney *p<0.05.

Genotipificacion
Para verificar la integridad del ADN se realiz0 electroforesis en agarosa al 1% a todas

las muestras, a continuacién, se muestra una imagen que ejemplifica los resultados de

la electroforesis de las muestras 1 a la 16 (Imagen 1).

Imagen 1. Electroforesis tipo; muestras de la 1 a la 16 de izquierda a derecha. Se realizé la
electroforesis de todas las muestras para verificar la integridad del ADN utilizando 100 ng de
material genético en un gel de agarosa al 1 %, el cual se corrié a 80 V durante 1 h.

La genotipificacion se realizé por PCR en tiempo real, a continuacion, se muestra una

gréfica representativa del andlisis de discriminacion alélica (Imagen 2).
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Imagen 2. Ejemplo de la distribucion alélica obtenida mediante PCR en tiempo real utilizado
sondas TagMan de Thermo Fisher en un termociclador en tiempo real CFX 96 Biorad.

En la tabla 6 se muestran las frecuencias alélicas y genotipicas de la poblacion de
estudio. La variante genética rs6025 (FVL) presenté una baja frecuencia (0.3%). En
tanto que las variantes genéticas rs1799963 (PTR) y rs2230037 (G6PD) no cumplieron
con el equilibrio de Hardy-Weinberg (chi’=193, p<0.001 y; chi’= 81.83 p<0.001,

respectivamente) por lo cual no se consideraron para el analisis de correlacion.

Tabla 6. Frecuencias alélicas y genotipicas de las variantes estudiadas.

Frecuencia Frecuencia Equilibrio
Gen SNP Alelo n . Genotipo n o de Hardy-
alélica genotipica .
Weinberg p
C 385 0.997 CcC 192 0.995
FVL rs6025 CT 1 0.005 0.971
T 1 0.003 TT 0 0.000
G 384 0.995 GG 192 0.995
PTR  rs1799963 GA 0 0.000 <0.001
A 2 0.005 AA 1 0.005
G 234 0.606 GG L4 0.399
CFH rs800292 GA 80 0.415 0.067
A 152 0.394 AA 36 0.187
G 299 0.775 GG 138 0.715
G6PD  rs2230037 GA 23 0.119 <0.001
A 87 0.225 AA 32 0.166

Estadistico de prueba Chi?; Si p<0.05 no esta en equilibrio de Hardy-Weinberg.

Asimismo, se compararon las frecuencias de las variantes genéticas observada en los
pacientes que cursaron con COVID-19 del Hospital Juarez de México, con las
frecuencias reportadas por los Institutos Nacionales de Salud de Estados Unidos, del
proyecto gnomAD (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp/). Como se puede observar en la
Tabla 7 no hubo diferencias en las frecuencias de los alelos de riesgo de las variantes

rs6025 y rs1799963 entre poblaciones. No obstante, la frecuencia del alelo de riesgo



https://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp/

de la variante rs2230037 (G6PD) tuvo diferencia estadisticamente significativa con las
poblaciones Europeas y Asiaticas; en tanto que, la frecuencia del alelo de riesgo de la
variante rs800292 (CFH) tuvo diferencia estadisticamente significativa con las
poblaciones de Europa y Africa (Tabla 6).

Tabla 7. Comparacién de las frecuencias alélicas entre los pacientes del Hospital

Juérez de México y las poblaciones del mundo reportadas en gnomAD.

Alelo de Pacientes América
Gen SNP . con COVID- . Europeo Africano Asiético
riesgo 19 Latina

C=0.9974 C=0.9904 C=0.9730 C=0.9953 (C=1.0000

FVL rs6025 T T=0.0025  T=0.0095 T=0.0270 T=0.0046 T=0.0000
G=0.0948  G=0.9848 G=0.9877 G=0.9974 G=1.0000
PTR  rs1799963 A A=0.0051  A=0.0151 A=0.0122 A=0.0025 A=0.0000
G=06062  G=0.6249 G=0.7569 G=0.2860 G=0.5752
CRH  rs800292 A A=0.3938  A=0.3750 A=0.2430* A=0.7139* A=0.4248
G=0.7744  G=0.8520 G=0.8780 G=0.7440 G=0.9200
G6PD rs2230037 A

A=0.2256 A=0.1480 A=0.1210* A=0.2560 A=0.0780*

Estadistico de prueba Chi? *p<0.05 hay diferencia estadisticamente significativa entre los pacientes con COVID-19
del Hospital Juarez de México y las poblaciones del gnomAD.

13.1 Anélisis de correlacién
El andlisis de correlacion se hizo con la variante rs800292 (CFH) que present6 una
frecuencia de 39.4% y cumpli6 con el equilibrio de Hardy-Weinberg (chi’=3.34

p=0.067) (Tabla 8).

En la Tabla 8 se presenta el andlisis de correlacion de la variante genética rs800292
(CFH), no hubo alguna correlacion significativa entre la variante y los parametros

estudiados.




Tabla 8. Correlacion entre la variante genética rs800292 (CFH) y los parametros

bioquimicos de pacientes con COVID-19 del Hospital Juarez de México

SNP/gene Genotipo TP TTP DHL
13.45 (12.5, 14.7) 24.0 (21.8, 26.9) 425 (317, 615)
rs800292 GG
13.80 (12.7, 14.8) 24.6 (22.5, 27.7) 389 (300,523)
CFH AA/GA

0.59 0.49

0.36

Se muestran datos, media + SD y medianas (percentiles 25 a 75). Analisis bivariado con covariables p < 0.05 bajo
modelo dominante, datos ajustados por sexo y por edad. TP, tiempo de protrombina; TTP, tiempo parcial de

tromboplastina; DHL, deshidrogenasa lactica.

Se exploro otra estrategia realizando una estratificacion por vivos y fallecidos. En esta

subclasificacidon, se observo que los pacientes que fallecieron por COVID-19 grave y

portaban el alelo de riesgo, presentaron valores mas elevados de TP de manera

significativa comparados con los no portadores (Tabla 9).

Tabla 9. Correlacion entre la variante genética rs800292 (CFH) y los parametros

bioguimicos de pacientes vivos y fallecidos afectados con COVID-19 del Hospital

Juarez de México

Vivos

Defuncién

Parametros bioquimicos GG GA/AA

GA/AA

Deshidrogenasa lactica

m 404 (282,523)

354 (260, 456)

605 (367, 850)

529 (391, 712)

TP segundos

13.5(12.7,15.0) 13.5(12.6,14.6) 13.2(12.5, 14.3)

14.7 (13.1, 15.8)*

TTP segundos

24.9 (22.0,27.2) 24.3(22.5,27.0) 23.2(21.7,26.1)

25.3 (22.5, 32.3)

Se muestran datos, media + SD y medianas (percentiles 25 a 75). Analisis bivariado con covariables p < 0.05 bajo
modelo dominante, datos ajustados por sexo y por edad. TP, tiempo de protrombina; TTP, tiempo parcial de

tromboplastina; DHL, deshidrogenasa lactica.




14. Discusion de resultados
La poblacion de estudié se conformé por un 60.8% de hombres y un 39.2% de mujeres,
y concuerda con otros reportes que indican que la infeccion se presenté con mayor

frecuencia en pacientes masculinos (Manderstedt et al., 2022b).

En cuanto a la edad, el 40% de la poblacion fue mayor de 60 afios, este dato es
importante ya que la edad esta considerada como un factor critico relacionado con el
riesgo de presentar complicaciones con COVID-19. Por otro lado, aunque la mayoria
de los pacientes de este estudio fueron menores de 60 afios (60%), es importante
sefalar que la mayoria de ellos presentaban comorbilidades, lo cual también se
relacion6 con la gravedad de la enfermedad. En este contexto, en diversos estudios
realizados en poblaciones Europeas, se observé que la presencia de comorbilidades
en los casos de COVID-19 incrementaba el riesgo de presentar COVID-19 grave o
critico, caracterizado por trombosis, lesion pulmonar aguda y SDRA (Stevens et al.,

2021).

De manera interesante el 96.9 % de los pacientes (187) presentaron TP elevado
(mediana de 13.5 segundos), comparado con los niveles de referencia, que son hasta
11.5 segundos. En el caso del parametro de TTPa, sélo el 6.5 % presentaron TTPa
elevado. Esto concuerda con estudios previos en donde los pacientes que ingresan a
unidades de cuidados intensivos presentan niveles elevados de TP, por lo que dichas
investigaciones sugieren este parametro como factor pronoéstico del curso de la
COVID-19 (Baranovskii et al., 2021; Tang et al., 2020). El aumento en el valor de TP

puede deberse a una falla aguda del higado, lo cual corresponde con la observacion




de alteraciones en los niveles de marcadores de funcion hepatica, como las
transaminasas (Chen et al., 2020; Guan et al., 2020). La hipétesis que se ha planteado
para explicar el dafio hepatico en la COVID-19 es el aumento de las células T

citotoxicas inducidas por el virus SARS-CoV2 (Bangash et al., 2020).

Se observd que los pacientes que fallecieron presentaban niveles de DHL
significativamente mas altos comparados con los vivos, dicha alteracion corresponde
a lo informado en la literatura respecto a la elevacién de dicho parametro bioquimico
en los pacientes que cursan de manera grave la COVID-19 (Li et al., 2021; Zheng et

al., 2021).

Después de obtener material genético con pureza alta, una adecuada concentracion e
integridad, fue posible realizar el andlisis de genotipificacién en busca de marcadores

genéticos de prondstico en pacientes con COVID-19.

En la poblacion de estudio la variante genética rs6025 (FVL) presentd una baja
frecuencia (0.3%). En tanto que las variantes genéticas rs1799963 (PTR) y rs2230037
(G6PD) no cumplieron con el equilibrio de Hardy-Weinberg, por consiguiente rs6025,
rs1799963 y rs2230037 no fueron consideradas en el analisis de correlacion. En
contraste, en un estudio realizado en Suecia en una poblacion conformada por adultos
se encontré asociacion de las variantes genéticas rs6025 (OR=1.8, p=0.026) y
rs1799963 (OR=1.6, p=0.016), con el riesgo de padecer tromboembolismo venoso
(Manderstedt et al. 2022b). En este caso, no pudimos llevar a cabo la correlacion, sin
embargo los portadores de las variantes presentaron niveles mayores a 400 UI/L de

DHL y un TP mayor a 14 segundos. Ya que la frecuencia de rs6025 (FVL) y de




rs1799963 (PTR) fue baja, se planea continuar con el trabajo y aumentar el tamafio de

la muestra.

En el caso de la variante genética rs2230037 (G6PD) no se cumplio con el equilibrio
de Hardy-Weinberg, en este sentido, cuando hay una presion ejercida por un patégeno
es posible que se pierda la homogeneidad en la poblacion dada por el equilibrio de
Hardy-Weinberg, por lo que si se hace un analisis con dicha variante no se tendrian
resultados validos ya que cabe la posibilidad de tener un sesgo en el estudio (Llorca
et al., 2005). En un futuro se podria ampliar este estudio para hacer un analisis
minucioso con la finalidad de descartar un efecto que pudiera estar relacionado con la
presion ejercida por la enfermedad COVID-19 considerando pacientes de otras

instituciones y asi llevar a cabo un estudio multicéntrico (Hosking et al., 2004).

La variante genética rs800292 (CFH) que se ha reportado util para predecir la
desregulacion del complemento no se correlacion6 con los parametros bioquimicos
TP, TTPa y DHL en los pacientes con COVID-19; sin embargo, cuando de estratificd
por gravedad (entre vivos y fallecidos) se encontr6 correlacion entre los valores
elevados de TP con los pacientes portadores de dicha variante, siendo importante
mencionar que coincide con la poblacién que curs6é con mayor gravedad COVID-19.
Las proteinas de la envoltura del SARS-CoV-2 activan la via de la lectina a través de
la unién a la lectina de unién a manosa (MBL) o la via clasica a través de los
anticuerpos especificos del SARS-CoV-2 y C1gq. SARS-CoV-2 compite con el factor
CFH regulador de C3b por la union al sulfato de heparan con lo cual se anulan los

efectos inhibidores del factor H en C3, lo que mantiene la activacion de la via




alternativa. La activacion del complemento inducida por SARS-CoV-2 en los capilares
aumenta la generacion de C5a. Las células endoteliales infectadas con SARS-CoV-2
promueven un aumento en la expresion del receptor 1 de C5a (C5aR1) y se vuelven
vulnerables a la activacion patologica de C5a y a la insercién del complejo de ataque
a la membrana (MAC), esto causa la muerte de las células endoteliales y la pérdida de
tromborresistencia. Simultaneamente, el complemento induce la activacion plaquetaria
(principalmente a través de la accion de MAC) y la activacién de la cascada de la
coagulacion, favoreciendo la formacién de trombos perjudiciales. Por lo tanto, la
variante rs800292 (CFH), podria estar relacionada con alteraciones en TP por medio
de la sobreactivacion de Cba y C5aR1 (Afzali et al., 2022). En un estudio realizado en
una poblacion de Grecia se encontré asociacion en los portadores de la variante
rs800292 (CFH) con la gravedad de la enfermedad (OR>1.5, p=0.022) (Gauvriilaki et al.
2021); es importante mencionar que en dicho estudio también encontraron niveles

elevados de DHL.

Limitaciones del estudio

El presente trabajo presenta como limitacion una poblacion de 193 individuos, en
comparacién con otras investigaciones en las que se han considerado grupos mas

grandes con lo cual han podido mejorar la potencia estadistica.

La poblacién solo fue la admitida en el Hospital Juarez de México, sin embargo, seria
importante evaluar otras poblaciones de las diversas instituciones y hospitales del

sector salud.
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Otra de las limitaciones de este estudio es que se realizaron SNPs especificos, los
cuales se reportaron relacionados con las complicaciones en casos graves de COVID-
19, no obstante en las busquedas con paneles de secuenciacion o con un amplio
namero de genes se han encontrado hallazgos importantes lo cual se puede
considerar para continuar este estudio, ya que forma parte de un esfuerzo por parte
del Hospital Juarez de México para ofrecer una atencion multidisciplinaria al paciente
en la cual se contemplen las técnicas de mayor especializacion en la atencion a la
salud. En esto radica la importancia de encontrar que factores genéticos estan
relacionados con eventos trombdticos y complicaciones en los pacientes que cursan

con complicaciones de COVID-19.

15. Conclusién

Por lo tanto, la variante genética rs800292 se encuentra correlacionada con valores de
TP significativamente mas altos en los pacientes con COVID-19 grave fallecidos. Estos
resultados sugieren que esta variante contribuye al estado de hipercoagulabilidad que

desarrollan los pacientes con COVID-19 grave del Hospital Juarez de México.

16. Perspectivas
Se sugiere hacer la correlacion de las variantes genéticas con otros parametros

bioquimicos de riesgo como PCR, dimero D y procalcitonina.

Se sugiere realizar genotipificacion de otras variantes genéticas para determinar qué
factores genéticos estan correlacionados con los parametros bioquimicos que se ven

alterados en pacientes mexicanos con COVID-19 grave. Asimismo, se sugiere

j



considerar la presencia de comorbilidades en los pacientes ya que es probable que
dichas deficiencias de salud puedan llegar a tener mayor afectacion en el curso de

COVID-19 grave.
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18. Anexos
Anexo 1. Consentimiento informado

HOSPITAL JUAREZ Direccién de Investigacion y Ensefianza
DE MEXICO

SALUD

CONSENTIMIENTO INFORMADO GRADUAL PARA LA REALIZACION DE ESTUDIOS
GENETICOS

Titulo del Protocolo/Tesis:

Evaluacién de biomarcadores farmacogenéticos candidatos en la respuesta al tratamiento de pacientes
con COVID-19.

El Investigador que informa del Servicio M. en C. Maria Guadalupe Ortiz Lépez del Laboratorio de
Endocrinologia Molecular, Divisién de Investigacion del Hospital Juérez de México. Teléfono de emergencia
55 5457 6705.

Persona a quien Se informa: ..........c.cooiiiiiiiiiiieeiiee e ,de e de edad.

A usted se le estainvitando a participar en este estudio de investigacion médica. Antes de decidir si participa
o no, debe conocer y comprender cada uno de los siguientes apartados. Este proceso se conoce como
consentimiento informado. Siéntase con absoluta libertad para preguntar sobre cualquier aspecto que le
ayude a aclarar sus dudas al respecto.

Una vez que haya comprendido el estudio y si usted desea participar, entonces se le pedira que firme esta
forma de consentimiento, de la cual se le entregara una copia firmada y fechada.

**1, JUSTIFICACION DEL ESTUDIO.

Ante los retos de la pandemia de COVID-19, los esfuerzos de colaboracién entre las comunidades médicas
son importantes para mejorar la eficacia de los tratamientos anti-Covid y garantizar la seguridad.

La terapia con COVID-19 es de amplio alcance y multiples, factores de riesgo a las reacciones adversas
puede ocurrir. Por tanto, dosis éptimas, duracién del tratamiento, efectos secundarios y los resultados a
largo plazo son aspectos criticos del éxito del tratamiento para COVID-19.

**2. OBJETIVO DEL ESTUDIO

A usted se le esta invitando a participar en un estudio de investigacion que tiene como objetivo buscar los
genes que sirvan para identificar a los sujetos que estén propensos a presentar reacciones adversas o
personas en las que no haga efecto el tratamiento para combatir el virus de COVID-19.

**3. BENEFICIOS DEL ESTUDIO

En estudios realizados anteriormente por ofros investigadores se ha observado que gracias a la
identificacién de genes involucrados en la respuesta a los medicamentos, se ha identificado a las personas
que pueden sufrir reacciones adversas, o personas a las que el tratamiento elegido no les hara efecto.
Gracias a estos descubrimientos se eligen otros medicamentos que no causen reacciones adversas en los
pacientes o que si respondan al tratamiento.

Con este estudio conocera o se identificaran a las personas que estén propensas a presentar reacciones
adversas o aquellas personas que responderan mejor a los tratamientos anti-COVID19 administrados. Y
aunque este estudio no tiene un beneficio directo para los sujetos participantes, permitira que en un futuro
otros pacientes puedan beneficiarse del conocimiento obtenido ofreciendo tratamientos adecuados y
mejorando la calidad de vida de los pacientes.

**4, PROCEDIMIENTOS DEL ESTUDIO
En caso de aceptar participar en el estudio se le realizaran algunas preguntas sobre usted, sus habitos y
sus antecedentes médicos, se registraran talla y peso y adicionalmente se tomara una muestra de sangre.

La técnica puede fracasar por no conseguir la extraccion de ADN o por otros problemas de laboratorio que

impidan la emision de un diagnéstico completo, sin embargo, la toma sélo se realizara una vez, y se obtendra
de sangre venosa por catéter central.
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El estudio se llevara a cabo por el Hospital Regional de Alta Especialidad de Ixtapaluca y el Hospital Juarez
de México, el hospital de Ixtapaluca esta ubicado en Carr Federal México-Puebla Km. 34.5, Zoquiapan,
56530 Ixtapaluca, Méx. Dicho centro participara en el reclutamiento de participantes y sera responsabilidad
del Investigador Principal mantener la confidencialidad de los datos personales bajo la normatividad vigente.

Usted tiene derecho a conocer los datos genéticos que se obtengan a partir del analisis de las muestras
donadas. Lainformacién que se obtenga puede tener implicaciones para sus familiares, cuando este fuera
el caso, usted sera quien les transmita dicha informacion.

Se le advierte sobre |la posibilidad de descubrimientos inesperados en el proceso de andlisis de la muestra,
no relacionados con la patologia de diagnéstico, y respecto a los mismos manifiesta:

(] Quiero conocerlos [] No quiero conocerlos [ ] Delego en el médico esa decision
Al término de la investigacion, se contara con su muestra de ADN (material genético) desea que esa
muestra:

|:] Se destruya D Se almacene para futuras investigaciones

En caso de desear que su muestra se almacene para futuras investigaciones, usted podra ser contactado
con posterioridad con el fin de obtener su consentimiento, cémo prefiere ser contactado:

Usted tiene derecho arevocar este consentimiento en cualquier momento, y a decidir también la destruccién
de su muestra.

**5. RIESGOS ASOCIADOS CON EL ESTUDIO

De acuerdo con el articulo 17 del Reglamento de la Ley General de Salud en Materia de Investigacion para
la Salud esta investigacion es considerada como:

[] sin Riesgo [X]Riesgo Minimo [] Riesgo Mayor al minimo

Este estudio consta de una fase solamente en la cual se le tomara una muestra de sangre. Posterior a la
toma de sangre se pueden presentar molestias temporales ocasionadas por la puncién con la aguja y
hematomas, que desapareceran de 24 a48 h

**6. PROTECCION DE DATOS PERSONALES
a. Normatividad
El tratamiento de sus datos personales de identificacion y datos personales sensibles, se realiza con
fundamento en lo establecido en el articulo 1, 2 fraccion V' y VI, 3, 8, 16, 17, 18, fraccion VIl del 22, 26,
27 y demas relativos de la Ley General de Proteccion de Datos Personales en Posesion de Sujetos
Obligados; 1 del Decreto por el que se crea el Hospital Juarez de México, como un Organismo
Descentralizado de la Administracion Publica Federal, publicado en el Diario Oficial de la Federacion, el
26 de enero de 2006; 1, 2 fraccion |y 3 fraccién |, II, Ill del Estatuto Organico del Hospital Juarez de
México, publicado en el Diario Oficial de la Federacion 17 de octubre de 2016.

b) Descripcion de los Datos Personales que se solicitaran

* Datos Personales de Identificacion: nombre, fecha de nacimiento, edad, escolaridad,
* Datos Personales sensibles: domicilio, antecedentes de enfermedades personales y en la familia,
tratamiento farmacoldgico para tratar COVID-19 u otras qomorbilidades presentes.
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c) Tratamiento
El tratamiento y resguardo de sus datos personales sera llevado a cabo por las siguientes personas:

Nombre: M. en C. Maria Guadalupe Ortiz Lépez, Dra. Katy Alejandra Sanchez Pozos, Dra. Ménica Sierra
Martinez.

Los datos personales seran tratados estadisticamente sin que se vulnere su identidad mediante el proceso
de disociacion. (Si tiene duda, pregunte al Investigador Principal en qué consiste el proceso de disociacion)

d) Transferencias
(se debera marcar con una X, la opcién correspondiente)
e Sus datos personales y/o resultados que arroje el estudio, NO seran transferidos a ninguna persona
fisica o moral ( X)
e Sus datos personales y/o resultados del estudio podran ser transferidos ( )
Especificar los datos que seran transferidos

Especificar a quien seran transferidos

(En el caso de protocolos de colaboracion con otras Instituciones, Hospitales, Centro de
Investigacion, Universidades Nacionales o Internacionales)

e) Aviso de Privacidad simplificado:

El Investigador principal del Protocolo/Tesis de Investigacion es el responsable del tratamiento de los
datos personales y datos personales sensibles que usted proporcione con motivo de la participacion en un
rotocolo de Investigaciéon, mismos que seran tratados estadisticamente en materia de salud sin que se
vulnere su identidad mediante el proceso de disociacion, para proteger la identificacion de los mismos, de
conformidad con los articulos 1, 2, 3, 8, 16, 17, 18, fraccién VIl del 22, 26, 27 y demas relativos de la Ley
General de Proteccion de Datos Personales en Posesion de Sujetos Obligados, mismo que podra
consultar en el Portal Institucional:

http://www.hospitaljuarez.salud.gob.mx

**7. ACLARACIONES

Su decision de participar en el estudio es completamente voluntaria.

No habra ninguna consecuencia desfavorable para usted, en caso de no aceptar la invitacion. Si decide
participar en el estudio puede retirarse en el momento que lo desee, -aun cuando el investigador responsable
no se lo solicite-, pudiendo informar o no, las razones de su decision, la cual sera respetada en su integridad.
No tendra que hacer gasto alguno durante el estudio.

No recibira pago por su participacion.

En el franscurso del estudio usted podra solicitar informacién actualizada sobre el mismo, al investigador
responsable.

La informacién obtenida en este estudio, utilizada para la identificacion de cada paciente, sera mantenida
con estricta confidencialidad por el grupo de investigadores.

Usted también tiene acceso a los Comités de Investigacion y Etica en Investigacion del Hospital Juarez de
México a través del (la) Dr. Juan Manuel Bello-Lopez, Presidente del Comité de Investigacion o el (Ia) Dra.
Gabriela Ibafiez Cervantes, Presidenta del Comité de Etica en Investigacion, en el area de Investigacion
del Hospital Judrez de México.

Si considera que no hay dudas ni preguntas acerca de su participacion, puede, si asi lo desea, firmar la
Carta de Consentimiento Informado que forma parte de este documento.
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he leido y comprendido la informacion anterior y mis
preguntas han sido respondidas de manera satisfactoria. He sido informado y entiendo que los datos
obtenidos

en el estudio pueden ser publicados o difundidos con fines cientificos. Convengo en participar en este
estudio de investigacion. Recibiré una copia firmada y fechada de esta forma de consentimiento.

**Firma del participante o del padre o tutor Fecha

**Testigo 1 Fecha (parentesco)

**Testigo 2 Fecha (parentesco)

**Esta parte debe ser completada por el Investigador (o su representante):

He explicado al Sr(a). la naturaleza y los propdsitos de la investigacion; le he
explicado acerca de los riesgos y beneficios que implica su participacion. He contestado a las preguntas en
lamedida de lo posible y he preguntado si tiene alguna duda. Acepto que he leido y conozco la normatividad
correspondiente para realizar investigaciéon con seres humanos y me apego a ella.

Una vez concluida |a sesién de preguntas y respuestas, se procedié a firmar el presente documento.

Firma del investigador Fecha
*+8, CARTA DE REVOCACION DEL CONSENTIMIENTO

Titulo del Protocolo/Tesis:

Investigador principal:

Sede donde se realizara el estudio:

Nombre del participante:

Por este conducto deseo informar mi decision de retirarme de este Protocolo/Tesis de investigacion por las
siguientes razones:
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Si el paciente asi lo desea, podra solicitar que le sea entregada toda la informacion que se haya
recabado sobre él, con motivo de su participacion en el presente estudio.

Firma del participante o del padre o tutor  Fecha

Testigo Fecha

Testigo Fecha

c.c.p El paciente.(Se debera elaborar por duplicado quedando una copia en poder del paciente)
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Anexo 2. Aprobacion del comité de ética.

Ciudad de México, a 07 de Septiembre de 2021
CEI/10/035/2021

Dra. MARIA GUADALUPE ORTIZ LOPEZ
Investigador Principal
Presente.

Con base al articulo 100 de la Ley general de salud en su capitulo de Investigacién para la
Investigacién, con apoyo en la declaracién de Helsinki 2008, pautas del Consejo de Organizaciones
Internacionales de las Ciencias Médicas (CIOMS) 2002 y Buenas Practicas Clinicas (GCP); el Comité
de Etica en Investigacion (CEl) del Hospital Juarez de México de la Secretaria de Salud, con domicilio
en Av. Instituto Politécnico Nacional No. 5160 col. Magdalena de las Salinas Alcaldia Gustavo A.
Madero CP 07760 México, DF., nUmero de registro ante la CONBIOETICA-09-CEI-008-20170421 y
COFEPRIS 13 CEI 09 005 142, Dictamind que el protocolo titulado:

“Evaluacién de biomarcadores farmacogenéticos candidatos en el tratamiento de los
pacientes COVID-19"

A CARGO DE LOS COLABORADORES: Katy Sanchez-Pozos, Jazmin Georgina Monroy Escutia, Luis
Macias, Joel Santoyo-Jaimes, Maria Alicia Mejia Blanquel, Ménica Sierra Martinez,, el dictamen es:

"ACEPTADO"

No omito mencionar que cualquier enmienda o prorroga deberd estar plenamente solicitada y
aprobada oportunamente ante el Comité de Investigacion y notificada ante el Comité de Etica en
Investigacion, asi mismo deberd enviar su reporte de avance frimestral.

Agradeciendo su atencién, reciba un cordial saludo.

Dra. en C. Gabriela Ibéﬁe; Cervantes
Presidenta del Comité de Etica en Investigaciéon HIM

GIC/maml
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