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RESUMEN 

Introducción. El COVID19 se caracteriza por presentar diferentes grados de severidad 

probablemente asociados a una disminución de la respuesta de interferón, así como un 

aumento de los marcadores proinflamatorios y de muerte celular. El objetivo de este 

estudio fue evaluar la expresión de los receptores de ADN IFI16, AIM2, vía cGAS-

STING y NLRP3 en pacientes con COVID19 por qPCR. Resultados. Se conto con 13 

pacientes de con síntomas y prueba para SARS-CoV-2 positiva y 12 sujetos 

aparentemente sanos. Se observó un aumento en la expresión de NLRP3, IFI16, NF-

kB y la relación IFI16 / AIM2 en pacientes con COVID19 leve en comparación con 

controles sanos, mientras que los que presentaban síntomas graves mostraron una 

expresión disminuida de AIM2, STING, IFI16, NF-kB y la relación IFI16/AIM2 en 

comparación con los pacientes con COVID19 leve. Se encontró una correlación directa 

entre AIM2 y cGAS y ASC, una correlación directa de IFI16 y NLRP3, STING, NF-kB y 

LDH, así como una correlación directa de STING y NF-kB en el grupo de control. En 

pacientes COVID19 con síntomas leves, una correlación directa de IFI16 y cGAS con 

NF-kB, y se detectó una correlación directa entre AIM2 y STING. En pacientes con 

COVID19 severo, una correlación directa entre IFI16 con AIM2, cGAS, STING y NF-kB, 

así como IFI16, STING y NF-κB se correlacionaron inversamente con ASC. 

Conclusiones. En pacientes con COVID19 con síntomas leves, una mayor expresión 

de NLRP3, IFI16 y NF-κB podría implicar una adecuada respuesta del sistema 

inmunológico, mientras que la expresión disminuida de AIM2, IFI16, STING y NF-kB en 

pacientes con COVID19 con los síntomas severos podrían resultar en respuestas 

antivirales y antiinflamatorias inadecuadas. 
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ABSTRACT 

Introduction. COVID19 is characterized by presenting different degrees of severity 

likely associated with a decreased interferon response, as well as increased markers of 

pro-inflammatory and cell death. The purpose of this study was to evaluate the 

expression of the DNA receptors IFI16, AIM2, cGAS-STING pathway and NLRP3 in 

patients with COVID19. The expression of IFI16, AIM2, cGAS-STING, NLRP3, ASC, 

and NF-kB was determined by qPCR. Results. A higher expression of NLRP3, IFI16, 

NF-kB, and the IFI16/AIM2 ratio in patients with mild COVID19 compared to healthy 

controls, while those with severe symptoms showed a diminished expression of AIM2, 

STING, IFI16, NF-kB and the IFI16/AIM2 ratio compared to patients with mild COVID19 

disease. COVID19. We observed a direct correlation between AIM2 and cGAS and 

ASC, a direct correlation of IFI16 and NLRP3, STING, NF-kB and LDH, as well as a 

direct correlation of STING and NF-kB in the control group. In COVID19 patients with 

mild symptoms, a direct correlation of IFI16 and cGAS with NF-kB, and a direct 

correlation between AIM2 and STING was detected. In severe COVID19 patients, a 

direct correlation between IFI16 with AIM2, cGAS, STING and NF-kB as well as IFI16, 

STING and NF-kB were inversely correlated with ASC. Conclusions In COVID19 

patients with mild symptoms, increased expression of NLRP3, IFI16, and NF-kB could 

imply the appearance of an adequate immune response, while the diminished 

expression of AIM2, IFI16, STING, and NF-kB in COVID19 patients with severe 

symptoms could result in inadequate antiviral and anti-inflammatory responses. 
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1. INTRODUCCIÓN  
 

El coronavirus del tipo 2, causante del síndrome respiratorio agudo severo coronavirus 

tipo 2 (SARS-CoV-2) es el agente causal de la enfermedad del coronavirus 2019 

(COVID19) [1]. La ruta de entrada del SARS-CoV-2 a la célula huésped es mediante el 

uso del receptor de la enzima convertidora de angiotensina 2 (ACE2) presente en la 

superficie de la membrana de distintos tipos de células [2]. En la mayoría de los casos, 

las manifestaciones clínicas de la enfermedad de COVID19 se presenta en formas 

leves o asintomáticas, mientras que algunos pacientes llegan a desarrollar síntomas 

moderados y severos [3]. Actualmente, los factores inmunológicos que predisponen el 

desarrollo de las formas clínicas graves de la infección por SARS-CoV-2 no se conocen 

en su totalidad. Sin embargo, se ha observado una mayor concentración de citocinas 

pro-inflamatorias en pacientes con enfermedad grave y moderada en comparación a 

controles sanos [4]. En los casos graves presentan niveles elevados de TNF-α, IL-1 e 

IL-6 e IL-8 en suero en comparación con pacientes con enfermedad leve [5]. Además, 

la expresión de IFN-γ se observó considerablemente más baja en células T CD4+ de 

pacientes con enfermedad grave que en pacientes con enfermedad moderada. Los 

marcadores específicos de piroptosis, como Gasdermina D (GSDMD), lactato 

deshidrogenasa (LDH), IL-1RA e IL-18, se pudieron observar elevados en muestras de 

pacientes con COVID19 grave en comparación con aquellos con enfermedad leve o 

moderada. Además, los niveles de LDH, un marcador de muerte celular se correlacionó 

con la gravedad de la enfermedad de COVID19 [6]. Además, se ha informado que la 

respuesta del interferón tipo I (IFN) aumenta en pacientes con infección leve por SARS-

CoV-2, mientras que disminuye en pacientes con infección grave [7, 8]. Del mismo 

modo, los pacientes con enfermedad grave mostraron una disminución en la 

transcripción de genes estimulados por interferón (ISG) y su estado clínico se asoció 

con la intensidad y cinética de respuesta a IFN tipo I [9]. Además, los pacientes con 

COVID19 que presentan enfermedad leve a moderada tienen un mayor grado de 

expresión de genes que codifican proteínas implicadas en las respuestas de tipo I y tipo 

II a IFN en comparación con los pacientes con enfermedad grave [9]. El aumento de los 

marcadores de inflamación y muerte celular, así como la disminución de la respuesta 



  

 

de IFN en pacientes con COVID19 grave, sugiere que existe una alteración de 

receptores implicados en la activación del inflamasoma y la respuesta antiviral de IFN 

como IFI16, NLRP3, la vía c-GAS-STING y AIM2 en este tipo de pacientes durante la 

infección por SARS-CoV-2. Ausente en el melanoma 2 (AIM2) pertenece a los 

receptores similares a Aim2 (ALR), que son proteínas inducibles por IFN tipo I [10]. 

AIM2 reconoce dsDNA de distinto origen. Después de la detección del dsDNA, AIM2 se 

activa e inicia el montaje del inflamasoma AIM2, donde es de destacar que la 

señalización de IFN tipo I es esencial para su ensamblaje adecuado de este 

inflamasoma [11]. La activación del inflamasoma provoca la activación de caspasa-1 

dependiente de ASC y la liberación de IL-1β e IL-18, y la muerte celular dependiente de 

Gasdermina D (GSDMD) en un proceso conocido como piroptosis [11-13]. Aunque, se 

ha informado el mecanismo de la activación de AIM2 por el virus de ARN [14, 15], el 

mecanismo preciso no está claro, sin embargo, se sabe que AIM2 no está directamente 

involucrado   en la detección de virus, sino más bien en la modulación de la actividad 

pulmonar inducida por lesión a causa de virus [14]. NLRP3 pertenece a la familia de 

receptores tipo NOD (NLR), que detecta una variedad de patrones moleculares 

asociados a patógenos (PAMPs) y alarmas endógenas como ATP [16, 17]. Aunque la 

activación de NLRP3 también conduce a la activación del inflamasoma, así como AIM2, 

su actividad es inhibida por IFN tipo I [18, 19]. El virus SARS-CoV-2 induce la 

activación del inflamasoma NLRP3, a través de la acción de viroporinas virales, que 

son codificadas por el genoma del SARS-CoV-2 [20]. Se ha descrito que los monocitos 

de pacientes con COVID19 expresan tanto AIM2 y NLRP3 y que esta expresión se co-

localiza con motas de ASC [20]. La activación excesiva de AIM2 es impedida por una 

isoforma de IFI16 denominada IFI16-β que interactúa con AIM2 evitando la interacción 

AIM2-ASC o puede competir con AIM2 por su ligando. Una vez que IFI16 detecta, el 

ADN induce la producción de IFN tipo I a través de STING en cooperación con cGAS 

[21]. Además, la detección directa de ADN endógeno por la vía cGAS-STING promueve 

la activación de los factores de transcripción NF-kB e IFR3 y esto induce la secreción 

de TNF-α, IL-6 e IFN, respectivamente [22, 23]. La infección por SARS-CoV-2 puede 

activar la vía cGAS-STING mediante la detección del ADN citoplasmático por parte del 

receptor cGAS [24, 25] o por la acumulación de angiotensina II debido a la baja 



  

 

expresión o ACE2 [26 - 28]. La sobreactivación de STING en pacientes con COVID19 

se relacionó con la hipercoagulación [29]. Finalmente, se sabe que los pacientes con 

COVID19 muestran una respuesta antiviral IFN tipo I reducida, y que en los pacientes 

con COVID-19 grave se encuentran niveles elevados de ADN libre en suero que se 

asocian con marcadores de muerte celular e inflamación [30]. Todos estos datos en 

conjunto sugieren que los receptores de ADN juegan un papel fundamental en el 

desarrollo de la gravedad de COVID19. Por lo que en este estudio exploramos la 

expresión de AIM2, IFI16, NLRP3, cGAS, STING, NF-kB y ASC en pacientes COVID19 

con síntomas leves o graves en comparación con controles sanos para determinar la 

contribución de estas moléculas en la progresión de la COVID19. 

 

2. JUSTIFICACIÓN 
 

La enfermedad de COVID19 provocada por el virus SARS-CoV-2 presenta diferentes 

grados de severidad, por lo que se ha sugerido que existen factores de susceptibilidad 

en los pacientes que contribuyen con una mayor patología pulmonar o multiorgánica y 

una mayor letalidad de la infección. El receptor de reconocimiento de patrones (RRP) 

AIM2 reconoce DNA de doble cadena (dsDNA) de diferentes orígenes, bacteriano, viral 

o endógeno. La activación de AIM2 induce el ensamblaje de una plataforma de 

proteínas que guía a la activación de la Caspasa-1 y a la maduración y secreción de IL-

1β e IL-18, asimismo, a la muerte programada de las células por piroptosis. Sin 

embargo, también se ha descrito un papel antiinflamatorio de AIM2 debido a que inhibe 

la activación del factor NF-kB inducida por la activación de otros receptores de DNA 

como los implicados en la vía cGAS-STING y la activación de NF-kB se ha asociado 

con la severidad de la COVID19. En pacientes con COVID19 existe un aumento de 

DNA libre en circulación, así como una disminución de la respuesta a IFN en casos 

severos. Se ha observado que la activación de NF-kB, a su vez producto de la 

activación de receptores de DNA como los implicados en la vía cGAS-STING, se 

asocia con la severidad de la COVID19. De manera importante, AIM2 juega un papel 

antiinflamatorio debido a que inhibe la activación del factor NF-kB. Debido a que la 



  

 

expresión y activación de AIM2 depende de la señalización de IFN, en este estudio se 

determinará si la expresión relativa de AIM2, así como de otros receptores de DNA 

citosólicos como IFI16, cGAS STING, NLRP3, la proteína ASC y el factor de 

transcripción NF-κB en células mononucleares de individuos control y pacientes con 

COVID19; varia con respecto a la severidad de la enfermedad. Este estudio nos 

permitirá entender los posibles mecanismos patogénicos relacionados con respuesta 

inflamatoria durante la infección por el virus SARS-CoV-2. 

3. HIPÓTESIS 
 

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

La expresión relativa de IFI16, cGAS, STING, NLRP3, ASC y NF-κB se encuentra 

elevada en pacientes COVID19 leve.  

 

4. OBJETIVO GENERAL 
 

Evaluar la expresión relativa de AIM2, IFI16, cGAS, STING, NLRP3, ASC y NF-κB en 

pacientes con COVID19 leve y grave e individuos control. 

 

4.1 . OBJETIVOS PARTICULARES 
 

4.1.1 Seleccionar un grupo de pacientes que sean positivos para COVID19 mediante la 

prueba de PCR para SARS-CoV-2. 

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

4.1.3 Determinar la expresión relativa de AIM2, cGAS, STING, IFI16, NLRP3, ASC y 

NF-κB mediante PCR en tiempo real. 

4.1.4 Análisis de asociación de parámetros antropométricos y genes relacionados con 

inflamación y la síntesis de IFN.  



  

 

4.1.5 Análisis de asociación de Lactato Deshidrogenasa (LDH) y Proteína C Reactiva 

(PCR) y genes relacionados con inflamación y la síntesis de IFN. 

 

5. MATERIALES Y MÉTODOS 

5.1 Criterios de inclusión. 

Personas con prueba para SARS-CoV-2 positiva, sexo indistinto edad entre 18 a 65 

años. Sin diagnóstico de Lupus Eritematoso Generalizado (LEG), Artritis Reumatoide 

(AR), influenza, dengue y/o cáncer. Las personas con prueba para SARS-CoV-2 

positivas se clasificaron en dos grupos, con enfermedad leve y grave por los médicos 

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

Prieto. 

5.2 Criterios de exclusión (no inclusión). 

Mujeres que presenten embarazo, fumadores, que padezcan alcoholismo, que no 

firmen el consentimiento informado y la imposibilidad de obtener la muestra por punción 

venosa. 

5.3 Criterios de eliminación. 

Contaminación de la muestra durante el trasporte y/o procesamiento, retiro de la carta 

de consentimiento a participar en el estudio. 

 

 

5.4 Purificación de células mononucleares de sangre venosa periférica (PBMC).  

Se realizó una dilución de la sangre venosa periférica (1:1) con solución salina de 

fosfatos (PBS), después se colocó esta sangre sobre 3mL de Ficoll-Hypaque, se 

centrifugó a 2500rpm por 20 minutos. 

Posteriormente se realizó la extracción de la capa de células mononucleares (PBMC), 

se lavó con PBS dos veces, y se centrifugó a 1500rpm por 7 minutos. Se contaron las 

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



  

 

5.5 Extracción del ARN por la técnica de Trizol.  

El ARN total de PBMC se aisló utilizando el reactivo Trizol (Thermo Fisher Scientific, 

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

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

Se incubó durante 15 segundos a temperatura ambiente, se agregó cloroformo grado 

biología molecular, se agitó durante 15 segundos en el vortex, se incubo 7 minutos a 

temperatura ambiente y posteriormente se centrifugó a 11300 rpm por 15 minutos a 

una temperatura de 4°C. 

Se obtuvo la fase acuosa, se agregó isopropanol frio y se mezcló por inversión 7 veces 

y se incubó a una temperatura de -20°C durante 24 horas, se centrifugó a 11300 rpm 

durante 15 minutos a una temperatura de 4°C, se eliminó el sobrenadante por 

decantación y al pellet obtenido se le agregó etanol al 75 por ciento. Se centrifugó a 

8300 rpm durante 12 minutos a una temperatura de 4°C, se eliminó el sobrenadante 

con pipetas y se procedió a secar el poco etanol en el aparato Savant 10 minutos para 

eliminar el etanol restante el pellet obtenido fue resuspendido en 30 uL de agua libre de 

DNAsas y RNAsas.  

Finalmente se evaluó la concentración y la pureza del RNA obtenido en un 

espectrofotómetro Nanodrop ND 10000 (NanoDrop Technologies, Wilmington, DE, EE. 

UU.), tomando en cuenta una relación de absorbancia 260/280. Un valor mayor a 1.8 

se consideró aceptable. La integridad del ARN se evaluó mediante electroforesis en gel 

de agarosa. 

5.6 PCR cuantitativa en tiempo real.  

Se utilizó 1 ug de ARN total para sintetizar ADNc usando Superscript II reverse 

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

(Invitrogen, Carlsbad, CA; EE. UU.). 

Los cebadores de PCR utilizados se diseñaron utilizando la herramienta bioinformática, 

PrimerQuest ™ Tool de Integrated DNA Technologies IDT (Coralville, IA, EE. UU.) por 

Integrated DNA Technologies IDT, la secuencia de cada primer diseñado se encuentra 

en la tabla 2. La PCR cuantitativa en tiempo real se realizó utilizando iQ SYBR Green 



  

 

Master Mix (BioRad) en un termociclador LightCycler 480 II de Roche (Indianápolis, EE. 

UU.).  

Gen Forward Reverse 

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

AIM2 5′-TCGGCACAGTGGTTTCTTAG-3' 5′-GCTGAGTTTGAAGCGTGTTG-3' 

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

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

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

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

ASC 5’- CAGCTTCTACCTGGAGACCTA-3’        5’- CCGGTGCTGGTCTATAAAGTG-3’ 

NF-κB 5’-GAGACATCCTTCCGCAAACT-3’ 5’-GGTCCTTCCTGCCCATAATC-3’ 

Tabla 2. Secuencia de primers  

El programa del ciclo de reacción. Las condiciones consistieron en un paso de 

precalentamiento a 95°C por 3 min, 40 ciclos de desnaturalización a 95°C por 15 seg, 

extensión a 60°C durante 60 seg. Cada muestra se analizó utilizando la versión de 

software LightCycler 480 1.5.0. La expresión relativa de cada gen se calculó utilizando 

el método 2-ΔΔCt y se normalizó a GAPDH. 

 

5.7 Análisis estadístico. 

Los datos se analizaron utilizando Graph Pad Prism Software 5.0 (San Diego, 

California, EE. UU.). Se realizó la prueba de Shapiro-Wilk para determinar la 

normalidad de los datos. Se utilizó la prueba no paramétrica U de Mann-Whitney para 

comparar las diferencias entre dos grupos y las correlaciones entre variables (AIM2, 

IFI16, cGAS-STING, NLRP3, NF-kB y ASC) en cada grupo se evaluó mediante el 

análisis de correlación de matriz de Spearman. Se crearon gráficos de correlación con 

los paquetes corrplot para R. Cuando se obtuvo un valor de p <0.05 se consideró 

significativo. 
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7. GLOSARIO 
 

AIM2.- Ausente en el melanoma 2. 

IFI16.- Proteína inducible por interferón gamma 16. 

cGAS.- GMP-AMP sintasa cíclica. 

STING.- Proteína estimulador de genes de interferón. 

NLRP3.- Proteína receptores tipo NOD 3.  

ASC.- Proteína adaptadora asociada a la apoptosis.  

NF-κB.- Complejo proteico que controla la transcripción del ADN.  



  

 

IFN.- Interferón 

GSDMD.- Gasdermina D. 

COVID19.- Enfermedad de coronavirus 19 

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

 


