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RESUMEN
Antecedentes: Distintos estudios realizados durante esta pandemia han

demostrado que la gran mayoria de pacientes con COVID-19 generan una fuerte
respuesta de anticuerpos en contra del virus SARS-CoV-2, en particular dirigida
hacia la proteina N, la proteina S, y el dominio de union (al receptor) de la misma
Objetivo: Caracterizar la respuesta de anticuerpos protectores contra el virus
SARS-CoV-2 en pacientes pediatricos infectados por SARS CoV 2. Metodologia:
Estudio descriptivo, longitudinal, prospectivo. Se realizaron dos determinaciones
anticuerpos neutralizantes contra SARS CoV 2, la primera entre 1y 3 meses a partir
de la prueba positiva, y una segunda entre los 6 y 8 meses, asi como serologia en
la primera muestra, en pacientes menores de 18 afios diagnosticados con infeccidn
por SARS-CoV-2 en el Hospital de Pediatria de CMN SXXI. Resultados: Entre abril
del 2020 y diciembre del 2021, se tomaron muestras a 62 pacientes, 32
hospitalizados y 30 ambulatorios. Los anticuerpos neutralizantes en la primera
muestra reportaron RIQ entre 1.99 Log' y 1.57 Log'® y MGT 1.50 Log', en la
segunda se registré un RIQ entre de 1.99 Log™ y 1.81 Log' MGT 1.89 Log™. Se
observo que los anticuerpos neutralizantes, entre hospitalizados y ambulatorios
fueron similares (MGT 1.48 Log "°vs 1.60 Log'?). Al clasificarlos por grupo etario se
encontré que son superiores en lactantes (MGT 1.76 Log'?) y al estratificarlos por
gravedad, se registré la mayor magnitud en enfermedad severa (MGT 1.67 Log'?).
La serologia de 25 pacientes en la primera muestra reporté que 76% del total de
pacientes presento IgG o IgM positivas, 60% presentaba ambas positivas y en seis
pacientes el resultado fue negativo. Conclusiones: Hasta un 76% de los pacientes
presentan serologia positiva a 4 semanas de la infeccién por SARS-CoV- 2. La
inmunidad mediada por anticuerpos persiste e incrementa por 6 meses. La
inmunidad se relaciona de manera proporcional a la gravedad de la enfermedad y

de manera inversamente proporcional a la edad.

Palabras clave: SARS CoV 2, COVID 19, anticuerpos neutralizantes, respuesta

inmunitaria contra COVID 19 en nifios.



ABSTRACT

Background: Different studies carried out during this pandemic have shown that the
vast majority of patients with COVID-19 generate a strong antibody response against
the SARS-CoV-2 virus, in particular directed towards protein N, protein S, and the
binding domain (to the receptor). Objective: To characterize the response of
protective antibodies against the SARS-CoV-2 virus in pediatric patients infected by
SARS CoV 2. Methodology: Descriptive, longitudinal, prospective study. Two
neutralizing antibody determinations against SARS CoV 2 were carried out, the first
between 1 and 3 months from the positive test, and a second between 6 and 8
months, as well as serology in the first sample, in diagnosed patients under 18 years
of age. with SARS-CoV-2 infection at the Hospital de Pediatria de CMN SXXI.
Results: Between April 2020 and December 2021, samples were taken from 62
patients, 32 hospitalized and 30 outpatients. Neutralizing antibodies in the first
sample reported IQR between 1.99 Log10 and 1.57 Log10 and MGT 1.50 Log10, in
the second an IQR between 1.99 Log10 and 1.81 Log10 MGT 1.89 Log10 was
recorded. It was observed that the neutralizing antibodies between hospitalized and
ambulatory patients were similar (MGT 148 Log 10 vs 1.60 Log10). When
classifying them by age group, it was found that they are higher in infants (MGT 1.76
Log10) and when stratifying them by severity, the highest magnitude in severe
disease was recorded (MGT 1.67 Log10). The serology of 25 patients in the first
sample reported that 76% of all patients presented positive IgG or IgM, 60%
presented both positive and in six patients the result was negative. Conclusions:
Up to 76% of patients present positive serology 4 weeks after SARS-CoV-2 infection.
Antibody-mediated immunity persists and increases for 6 months. Immunity is

related proportionally to the severity of the disease and inversely related to age.

Keywords: SARS CoV 2, COVID 19, neutralizing antibodies, immune response
against COVID 19 in children.
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ANTECEDENTES
El 28 de febrero del 2020 se confirmé en México el primer caso de COVID-19. Hasta
el 15 de octubre de 2021, se habian confirmado 3,749,860 casos positivos y 284,008

muertes, con una tasa de incidencia de casos acumulados de 2907.5 por cada
100,000 habitantes’

Hasta la fecha a nivel mundial poco se conoce si la infeccion por SARS-CoV-2
induce inmunidad, tampoco se conocen las caracteristicas de la respuesta
inmunitaria protectora ni su duracién. Una de las ramas efectoras importantes para
la generacion de inmunidad de larga duracién contra patdégenos y en especial contra
los virus es la respuesta de anticuerpos. Sin embargo, no todos los anticuerpos que
se generan en respuesta a una infeccion viral son capaces de inducir proteccion.
No se conocen las caracteristicas de la respuesta de anticuerpos protectora contra
el virus SARS-CoV-2, es por tanto fundamental, investigar la correlacion de la
respuesta de anticuerpos con la inmunidad en contra de la infeccidén y la duracion
de dicha respuesta, para asi conocer el estado de inmunidad poblacional, y poder

guiar el proceso de desarrollo de vacunas y otras inmunoterapias.

Distintos estudios realizados durante esta pandemia han demostrado que la gran
mayoria de pacientes con COVID-19 generan una fuerte respuesta de anticuerpos
en contra del virus SARS-CoV-2, en particular dirigida hacia la proteina N, la
proteina S, y el dominio de unién (al receptor) de la misma?34. Algunos estudios
reportan que la respuesta es medible tan temprano como 3 dias después de la
aparicion de los sintomas; sin embargo, se ha observado que hay una gran
variabilidad entre pacientes y hay quienes desarrollan dicha respuesta hasta 20 dias
después de la aparicion de sintomas. Adicionalmente en un numero muy pequefo
de contactos asintomaticos con una prueba de RT-PCR negativa, se ha logrado
detectar una respuesta de anticuerpos, lo que amerita una mayor investigacion para
conocer la respuesta de anticuerpos en dichos individuos*. Atin no se ha investigado
a fondo si existe una posible correlacion entre la respuesta de anticuerpos vy la
severidad de la enfermedad. Adicionalmente, aun no existen estudios donde se
investigue la respuesta de anticuerpos que se genera en las poblaciones mas

susceptibles a complicaciones severas con COVID-19 como las personas con
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hipertension, diabetes, obesidad y adultos mayores. Se sabe que estas poblaciones
pueden generar una respuesta de anticuerpos “sub-optima”, por lo tanto, es
importante saber si esto tiene alguna correlacion con mayor susceptibilidad a la

enfermedad.

Por otra parte, es de vital importancia investigar la duracion a largo plazo de la
respuesta de anticuerpos, ya que este factor sera determinante en el
comportamiento de la epidemia en los préximos afios. Se ha observado que
infecciones experimentales con el coronavirus humano 229E no genera inmunidad
protectora contra re-infeccion a pesar de desarrollar una respuesta de anticuerpos
a causa de la primera infeccion®. Por otro lado, pacientes que fueron infectados con
SARS-CoV aun cuentan con anticuerpos circulantes hasta 12 afios después de
haber sufrido la infeccion®, aunque no se sabe si dichos anticuerpos tienen
capacidad neutralizante contra el virus o son protectores contra la infeccién.
Dilucidar estos detalles acerca de la infeccion por SARS-CoV-2 sera util para
determinar si una persona ya recuperada cuenta con inmunidad y por lo tanto puede

incorporarse a sus actividades normales aun cuando la pandemia continda.

La identificacién de anticuerpos funcionales derivados de infeccion por patégenos
tiene potencial para el desarrollo de inmunoterapias. Dichos anticuerpos una vez
identificados pueden ser producidos de manera monoclonal, y usados para tratar
enfermedades infecciosas para las cuales no existen vacunas o tratamientos. Los
anticuerpos monoclonales han sido particularmente utiles para combatir
enfermedades virales emergentes, tales como la infeccion por los virus de Nipah,
Hendra y Ebola 78°, Uno de los retos para la identificacién de anticuerpos con
potencial terapéutico es poder identificar aquellos que sean funcionales, y una de
las estrategias mas utilizadas es el estudio de anticuerpos en pacientes que hayan
sobrevivido a la infeccion. Recientemente se ha observado que algunos pacientes
que sufrieron infeccion por SARS-CoV-2 y se recuperaron de manera exitosa,
poseen en su repertorio de anticuerpos clonas con alta actividad neutralizante°.
Estos anticuerpos tienen un gran potencial para el desarrollo e implementacién de
inmunoterapias que impactarian la atencién de pacientes infectados con SARS-
CoV-2 y por lo tanto disminuirian la magnitud de la presente pandemia.

12



Por ultimo la validacién de pruebas seroldgicas como el sistema de microchip, nos
permite realizar el estudio de anticuerpos a nivel poblacional, lo que a su vez nos
brinda una perspectiva mas precisa de la proporcion de individuos infectados en la
poblacion. Esto nos permitira contabilizar casos asintomaticos que de otra forma
permanecerian sin ser detectados. Una encuesta serologica amplia sera la unica
manera de determinar la proporcion de la poblacion infectada, y de esta manera

conocer los indices de letalidad y mortalidad del virus SARS-CoV-2"".

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA
Hasta la fecha a nivel mundial poco se conoce si la infeccién por SARS-CoV-2

induce inmunidad, tampoco se conocen las caracteristicas de la respuesta
inmunitaria protectora ni su duracién. Uno de las ramas efectoras importantes para
la generacion de inmunidad de larga duracion contra patégenos y en especial contra
los virus es la respuesta de anticuerpos, sin embargo, no todos los anticuerpos que
se generan en respuesta a una infeccion viral son capaces de inducir proteccion.
No se conoce las caracteristicas de la respuesta de anticuerpos protectores contra
el SARS-CoV-2 ni cuanto tiempo dura, tampoco si ésta respuesta correlaciona con
el estado de inmunidad. Es muy importante conocer esta informacion ya que
permitira determinar: a) si la presencia de ciertos titulos de anticuerpos se puede
utilizar como un marcador de inmunidad, b) la duraciéon del estado inmune, c) la
prevalencia de contagio, ya que permitira determinar quienes han estado expuestos
a pesar de no haber presentado sintomas, d) en las personas enfermas que se
recuperen se podra determinar el grado de inmunidad adquirida, €) en la poblacion
en general permitira conocer quien ya ha estado expuesto y si ya se encuentra
inmune para regresar a sus actividades, f) si la presencia de algun factor de riesgo

personal, ambiental u ocupacional, hace diferente la respuesta inmune.

JUSTIFICACION

Ante la falta de tratamientos y vacunas efectivos contra la infeccion por SARS-CoV-

13



2 es indispensable buscar alternativas terapéuticas que nos ayuden a hacer frente
a la actual pandemia. Estudiando la inmunidad desarrollada a raiz de la infeccién
en pacientes recuperados y sus contactos cercanos podemos identificar la

respuesta protectora de anticuerpos y caracterizar a los mismos.

PREGUNTAS DE INVESTIGACION
1. ¢Cuales son las caracteristicas de la respuesta de anticuerpos protectores

anti-SARS-CoV-2 en los pacientes pediatricos (capacidad neutralizante,
clases)?
2. ¢Cual es la correlacion entre titulos de anticuerpos de unién (medidos por

ELISA) con anticuerpos neutralizantes y con la inmunidad ante COVID-19?

HIPOTESIS

La respuesta de anticuerpos neutralizantes en las personas infectadas con SARS-
COV-2 correlacionara con el establecimiento y duracién de la inmunidad contra
COVID-19.

1. Se podra determinar el titulo de anticuerpos que correlacione con la
capacidad neutralizante del suero y la recuperacion de los enfermos.

2. Entre el 50-70% de los contactos cercanos tendra titulos de anticuerpos
indicativos de la infeccién por SARS-CoV-2.

3. Mas del 50-70% de los anticuerpos contra SARS-CoV-2 tendran capacidad

neutralizante.

OBJETIVOS

Objetivo General

Caracterizar la respuesta de anticuerpos protectores contra el virus SARS-CoV-2

asi como su relacion con el estado de inmunidad.

14



Objetivos Particulares

1. Determinar la presencia y magnitud de la respuesta de anticuerpos de
pacientes pediatricos
2. Determinar las caracteristicas de la respuesta de anticuerpos (titulos, clases,

capacidad neutralizante) anti-SARS-CoV-2 en los pacientes pediatricos.

METODOLOGIA

Las muestras de sangre de los pacientes que seran para la obtencion de suero,

plasma y células. Estas muestras se utilizaran para:
1) Determinar los titulos de anticuerpos contra las proteinas virales.

a) Se realizara la prueba de ELISA contra el mismo antigeno usando Kkits

comerciales que miden IgM e IgG

2) Determinar la capacidad neutralizante contra SARS-CoV-2 de anticuerpos en

suero de pacientes y sus contactos.

a) Se establecera el cultivo de virus infeccioso en las instalaciones BSL-3 del
Instituto de Investigaciones Biomédicas de la UNAM.

b) Se estandarizaran las condiciones experimentales para llevar a cabo el
ensayo de neutralizacion del virus SARS-CoV-2.

c) Se determinara la capacidad neutralizante de estos anticuerpos a través de

un ensayo de neutralizacion del virus infeccioso en células Vero.
Disefio del Estudio

Estudio descriptivo, longitudinal, prospectivo.

Universo de trabajo

Se realizara un estudio de cohorte con los pacientes nifios, que ingresen con la
sintomatologia asociada a COVID-19 (fiebre >38 C, tos, fatiga, cefalea, disnea) en
la UMAE Hospital de Pediatria del Centro Médico Nacional Siglo XXI.

15



Poblacién en estudio

Se estudiaran pacientes e ingresados al Hospital de Pediatria del Centro Médico

Nacional Siglo XXI que decidan participar y firmen el consentimiento informado.

Muestra

La cohorte sera una muestra por conveniencia, de acuerdo a la incidencia y quienes
acepten participar del total de la poblacion arriba mencionada y que firmen el

consentimiento informado.

Criterios de inclusion

Pacientes pediatricos de ambos sexos, que ingresen UMAE Hospital de Pediatria
del CMN SXXI que ingresen a consulta externa o que sean hospitalizados con
sintomas de COVID-19, de todos los grupos se incluiran los que se corroboren
mediante la prueba de RT-PCR, que deseen participar y firmen el consentimiento

informado (Anexo 1).

Criterios de no inclusiéon

- Pacientes o representantes legales y personas que no acepten participar en

el estudio.

Criterios de exclusion

- Pacientes que rechacen continuar participando en el estudio.

- Pacientes con expediente incompleto.

- Personas que no tengan completo el cuestionario y que no tengan las
evaluaciones clinicas y de laboratorio completas.

16



Tamano de muestra

Considerando las condiciones de la pandemia y el numero de pacientes que
recientemente se estan diagnosticando, se considerara una muestra por
conveniencia y se incluiran a todos los pacientes que cumplan los criterios de

inclusion.

Procedimiento

En nuestro modelo de muestreo no probabilistico de casos consecutivos de
pacientes que cumplen con los criterios de seleccion y que acepten participar en el
estudio (o los representantes legales) mediante consentimiento informado (con
firma en documento correspondiente y que en la seccién de Anexos se muestra),

se realizara el siguiente protocolo.

A los pacientes que cuenten con sintomatologia de COVID-19, seran evaluados por
los médicos encargados de Admision Continua de Urgencias de pacientes con
potencial infeccion por SARS-CoV2. Debido a la alta demanda de atencién que
generara la actual pandemia y el cambio de fases en el pais, el area de Triage
respiratorio los que acepten y firmen el consentimiento informado se les aplicara el

cuestionario para su expediente clinico y datos.

Recoleccion de informacion

Historia clinica e informacion relevante sociodemografica y caracteristicas

epidemioldgicas (Anexo 2). Este sera requisitado por el médico tratante.

Plan de analisis

Se realizara un analisis exploratorio de los datos para corregir, inconsistencias y
errores de captura. Se hara el analisis univariado, para calcular medidas de
tendencia central y de dispersion de las variables continuas y frecuencias simples
de las variables categdricas. También se realizara el analisis de diferencias de
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medias y de proporciones entre las distintas caracteristicas epidemioldgicas, sexo,

comorbilidades, etc.

PROCEDIMIENTOS EXPERIMENTALES

Diagnéstico molecular

Una vez hecho el diagnéstico clinico de presuncion se tomara una muestra naso- y
orofaringea para diagnostico molecular (RT-PCR). Por disposicién oficial, las
muestras de los pacientes sospechosos son enviadas a los laboratorios de vigilancia
epidemiolégica del IMSS quienes son los encargados y certificados
institucionalmente para realizar el diagndstico y reportar los casos. Seran incluidos
en el estudio aquellos pacientes que se ingresen a hospitalizacion en las unidades

médicas participantes. (Ver Anexo de Flujograma de muestras COVID-19).

Obtencién y procesamiento de la muestra:

Se realizara la toma de muestra de sangre por venopuncién (o a través del catéter
central en caso de contar con él); en tubos microtainers que permiten la obtencién
de 1mL de sangre; 1 tubos para extraccion de sangre, sin EDTA, para obtencion
de suero y 2 tubos con EDTA para obtencion de plasma y células. El suero y el
plasma se utilizaran para la cuantificacién de los titulos de anticuerpos, mientras
que las células se utilizaran para la obtencion de anticuerpos monoclonales. El
procedimiento se realizara siguiendo los protocolos de proteccion para el paciente
y para el personal médico. La toma de muestra se realizara a los 30 dias por los
medicos tratantes en la zona de contencion en donde se encuentran los pacientes.
Se solicitara a los pacientes recuperados muestra adicional de sangre a los 6 meses
para estudiar la permanencia de los titulos de anticuerpos. Las muestras seran
procesadas, alicuotadas y congeladas hasta su procesamiento en el laboratorio
BSL2 y en el Biobanco de la UIMIQ.
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Respuesta de anticuerpos

Se llevaran a cabo las pruebas de campo para evaluar con los sueros y plasmas
para detectar la presencia de anticuerpos especificos (IgG e IgM) contra el virus
SARS-CoV-2 en suero La prueba se basa en la técnica de inmunoensayos ligado a
enzima ELISA.

Determinacion de anticuerpos que neutralizan al virus

Se realizara en las instalaciones de bioseguridad BSL-3 del Instituto de
Investigaciones Biomédicas de la UNAM. Se mezclan diluciones seriadas 1:2 de las
muestras de suero (previamente diluidas 1:40) con un volumen igual de una solucién
con el SARS-CoV-2 a una concentracion de 500 PFU/mL, la mezcla se incuba por
90 min a 37° C en una atmédsfera con 5% de CO2. Se transfieren 100 uL de la
mezcla a una placa con una monocapa de células Vero y las placas se incuban a
37° C por 1 h. A la monocapa con el virus se le adicionan 100 uL medio DMEM con
1% de Metil-celulosa. Las placas se incuban durante 24 h a 37° C. Después de la
incubacion, se remueve el sobrenadante de las placas por decantacion vigorosa y
la monocapa de células se tifie con una mezcla de 0.5% de cristal violeta disuelto
en 5% de formaldehido, 50% de etanol, y 4.25% de NaCl. La dilucién que muestra
reduccion a la mitad en el numero de placas totales se toma como el titulo. Para
determinar los titulos de IgG, el suero no diluido se trata con un volumen igual de
una solucion de 0.1 M de 2-Mercaptoetanol en medio MEM 1H, a temperatura
ambiente para realizar la reduccion de la IgM. Después de la reduccion, la mezcla
de reaccion se somete a calentamiento en bano Maria 56°C, durante 30 min. Las

muestras se utilizan de la misma forma que las muestras sin reducir.

ANALISIS ESTADISTICO
Se utilizara estadistica descriptiva con base en las variables de interés. Asi para las
variables categoricas se reportaran proporciones. Para variables cuantitativas
discretas o continuas, se determinara la media, mediana y desviacion estandar o

rangos interquartilicos segun corresponda al caso. De acuerdo con su distribucion
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y varianza, se determinara el uso de estadisticos paramétricos o no paramétricos.
El analisis comparativo entre las caracteristicas sociodemograficas (hombre vs
mujer), edad (categorias de edad), comorbilidades (enfermo vs no enfermo),
gravedad; con el titulo de anticuerpos, ya sea frecuencias, medias o distribuciones
de poblaciones, Los resultados se procesaran utilizando Excel el programa de

analisis GraphPad Prisma y el software STATA v.14.

ASPECTOS ETICOS

Para la realizacion del presente protocolo se solicitara la aprobacion por la Comision
Nacional de Investigacion Cientifica del IMSS. Se considera que los sujetos
incluidos en este estudio tienen un riesgo mayor al minimo, por lo que se solicitara
la firma de una carta de consentimiento informado y de asentamiento antes de iniciar

el estudio.

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

celular, ni sustancias quimicas reactivas o toxicas.

Se garantiza que la informacién de las muestras biolégicas, obtenidas de los
sobrantes del laboratorio, utilizadas en este estudio no es trazable a los datos de
identificacion de los sujetos. Se considera que los sujetos sometidos a este estudio
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se solicitara la firma de una carta de consentimiento informado antes de iniciar el
mismo. La persona que solicitara dicho consentimiento sera el investigador principal

y/o alguno de los colaboradores que seran considerados como sub-investigadores.

Riesgo de la Investigacién: Dado que este protocolo incluye la toma de muestras

sanguineas, esta se clasifica con un riesgo tipo |l (mayor que el minimo).

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

social de la informacién a obtener.

Confidencialidad: Todos los pacientes que ingresen al estudio seran tratados con
apego estricto de confidencialidad, quedando prohibida la divulgacién de sus datos
personales y médicos. Las hojas de recolecciéon de datos (Anexo 2) seran
mantenidas en resguardo en la UMAE Hospital de Pediatria del CMN SXXI y
unidades médicas participantes y uUnicamente seran utilizadas por los
investigadores con los propoésitos de la investigacion en curso. Los datos obtenidos
para la investigacion seran anotados en la hoja de recoleccién de datos (Anexo 2).
En el expediente clinico del paciente se anotaran los datos clinicos relevantes para
el seguimiento de su padecimiento y los resultados de laboratorio. Los reportes de
la investigacion, como los articulos publicados o presentaciones en congresos y

foros académicos, no llevaran ningun dato personal de los participantes.

Seleccién de Participantes: Antes de invitar a cada paciente a participar en el
proyecto, se le explicara ampliamente su patologia y las estrategias terapéuticas
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qgue le corresponden al momento, asi como la posibilidad de participacion en la
investigacion y los riesgos y potenciales beneficios que pueden derivar de ello. Si el
paciente decide no ser seleccionado para el protocolo se continuara su tratamiento
tal y como esta indicado de acuerdo con el protocolo de tratamiento de pacientes
con COVID-19 en la UMAE Hospital de Pediatria de CMN “Siglo XXI”, acordes a la
norma oficial mexicana vigente y la normativa del IMSS. Se seleccionaran a los
pacientes que cumplan con los criterios de inclusion y que exenten los criterios de

exclusion o eliminacion.

ASPECTOS DE BIOSEGURIDAD

Los participantes cuentan con la capacitacion adecuada para la toma, manejo,
transporte, manipulacién y almacenamiento de las muestras biolégicas sobrantes

de los laboratorios clinicos.

Se declara que se conoce, se ha leido y se cumpliran las normas, reglamentos y

manuales de bioseguridad que apliquen al proyecto:
a) Ley General de Salud.

b) Reglamento de la Ley General de Salud en Materia de Investigacion Para La
Salud.

c) Bioseguridad en laboratorios biomédicos y microbiolégicos 2009, (52
Edicioén), Centro para el control y prevencion de enfermedades (CDC), Institutos

Nacionales de Salud, Departamento de Salud y Servicios Humanos, USA.
d) Manual de Bioseguridad en el Laboratorio OMS (2005).

e) Norma Oficial Mexicana NOM-087-SSA1-2002. Proteccion ambiental - Salud
ambiental - Residuos peligrosos biologico-infecciosos - Clasificacion y

especificaciones de manejo.

f) OMS. Guidance on regulations for the Transport of Infectious Substances.
WHO/HSE/GCR/2015.
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Transporte de muestras

Se utilizarda un servicio externo de transporte de muestras de la empresa
Laboratorios San Angel, quién tiene convenio con el Laboratorio Central de
Epidemiologia del IMSS, la cual se rige por la guia sobre la reglamentacion relativa

al transporte de sustancias infecciosas 2019-2020.

La clasificacidn de riesgo realizado para las muestras transportadas es la de
“substancia biolégica categoria B”, por lo que se realiza un triple embalaje de
acuerdo con las recomendaciones de la IATA. Este tipo de embalaje sigue las
recomendaciones mas estrictas para el transporte de muestras bioldgicas e

infecciosas.

Eliminacion de residuos bioldgicos y CRETI

De acuerdo con la reglamentacién institucional y al manual interno de bioseguridad
del LCE, los restos de las muestras, asi como plasticos contaminados con residuos

bioldgicos, seran eliminados en bolsa roja.

Para su eliminacion se seguira el procedimiento descrito en el manual de
bioseguridad del LCE, el cual indica que se resguardaran en los contenedores
apropiados hasta su retiro por parte de una empresa particular (TESSA, equipos y

servicios)

La toma de muestra sanguinea para los pacientes y sus contactos cercanos la
realizara personal calificado y con material estéril. Se anexa la carta de bioseguridad
que informa acerca del manejo de muestras de sangre. Los RPBI generados
durante el estudio seran manejados bajo la norma NOM-087-ECOL-SSA1-2002.

Las muestras de sangre seran recolectadas en el area asignada para manejo de los
pacientes con COVID-19 en los Hospitales participantes. Una vez colectadas seran
colocadas en hieleras con doble embalaje, etiquetadas adecuadamente para su
transporte exclusivo a la Unidad de Investigacion Médica en Inmunoquimica de la

UMAE del Hospital de Especialidades, Centro Médico Nacional Siglo XXI, por los
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investigadores responsables del proyecto.

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

necesarias para el manejo de las muestras de estos pacientes.

Las muestras de plasma, suero y células seran almacenadas en ultracongeladores
del biobanco de la Unidad de Investigacién Médica en Inmunoquimica de la UMAE
Hospital de Especialidades, Centro Médico Nacional Siglo XXI a -80°C hasta su

procesamiento.

Los ensayos de neutralizacion se realizaran en la unidad BSL3 del Instituto de
Investigaciones Biomédicas de la UNAM. Estas unidades cuentan con las
instalaciones, procedimientos y personal capacitado para el manejo y propagacion

del virus.

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

la carta de consentimiento y asentimiento.

RECURSOS, FINANCIAMIENTO Y FACTIBILIDAD

Los participantes en el proyecto, personal de base y médicos residentes de tienen

amplia experiencia en la atencion de pacientes con infecciones graves.

La Unidad de Investigacién Médica en Inmunoquimica de la UMAE del HE del CMN
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Siglo XXI, cuenta con 3 areas de laboratorio de bioseguridad 2 para el trabajo con
muestras infectocontagiosas, en ellas hay campanas de bioseguridad nivel II,
centrifugas, microscopios, potenciometro, agitadores orbitales de temperatura
controlada, balanzas etc. Se cuenta con un area de Biobanco con area de recepcion
de muestra, area de procesamiento e inactivacion de muestras, area de extraccion
de acidos nucleicos, area de amplificacion y area de ultracongeladores. También
cuenta con area de laboratorio de bioseguridad 1 de inmunoquimica, uno de
inmunologia celular (con equipo para cultivo celular), un laboratorio dentro de una
camara fria, areas convencionales para pesado y preparacion de soluciones.
Cuenta también con un area de lavado, acondicionamiento y despirogenizacion de
material, autoclave. A su vez cuenta con acceso a los laboratorios de citometria, de
microscopia avanzada y de secuenciacion masiva del Centro de Instrumentos de la
Coordinacion de Investigacion en Salud del IMSS, equipos que permitiran el
desarrollo del proyecto. Las areas de bioseguridad 1 y 2 tienen las condiciones para
el procesamiento y manejo de las muestras, asi como personal capacitado, y la
instrumentacion requerida para la determinacién de anticuerpos. El grupo de
colaboradores de la UIM en Inmunoquimica tiene amplia experiencia en la
realizacion de analisis citomico de leucocitos humanos, como consta por los
articulos publicados, cuenta con experiencia previa trabajando con coronavirus. En
el 2009 trabajaron estudiando el fendmeno inflamatorio y la respuesta de
anticuerpos en nifios, adultos y embarazadas infectadas, asi como en sus contactos
cercanos. También realizaron un estudio clinico fase 2 de una vacuna contra

influenza pandémica en 4550 voluntarios.

Se solicitara financiamiento en convocatorias para apoyo de protocolos de
investigacion en el IMSS, CONACYT e instancias internacionales para la compra de

los materiales y reactivos necesarios para el proyecto.
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RESULTADOS.

En un periodo comprendido entre abril del 2020 y diciembre del 2021, se tomaron
muestras a 62 paciente diagnosticados con infeccién por SARS-CoV-2 en el hospital
de Pediatria de CMN SXXI a través de realizacién de PCR-TR en muestras de
exudado nasofaringeo; de los cuales, 32 corresponden a pacientes hospitalizados
y 30 a pacientes ambulatorios. A estos pacientes se les realizé una primera toma
en un periodo comprendido entre 1 y 3 meses a partir de la prueba positiva, y una

segunda entre los 6 y 8 meses de ésta.

Dentro de las caracteristicas generales, se observa que el sexo predominante fue
el femenino en pacientes hospitalizados y el masculino en pacientes ambulatorios.
La mediana para la edad fue similar para ambos grupos, de 9 afios y 10 meses en
ambulatorios y 9 anos 8 meses en hospitalizados. En cuanto el estado de nutricion
se observa una mayor frecuencia de alteraciones en los pacientes hospitalizados
tanto en desnutricion, como sobrepeso y obesidad. Observamos diferencias en
cuanto a la frecuencia y naturaleza de las comorbilidades que se presentaron en
ambos grupos, siendo mas frecuentes en los pacientes hospitalizados, dentro de
las cuales predominaron las patologias hemato-oncologicas, principalmente
leucemia linfoblastica aguda (5 casos), seguidas por leucemia mieloide aguda (3
casos) y los tumores sélidos (4 casos: 2 hepatoblastomas, 1 meduloblastoma y
tumor desmoplasico) (cuadro 1). Algunos pacientes presentaban mas de una
comorbilidad (un paciente con asma e insuficiencia arterial y uno con asma y LLA).
Dentro de los pacientes ambulatorios la gran mayoria fueron previamente sanos,
entre las comorbilidades observadas en este grupo, fueron cardiopatias (una atresia

tricispidea), epilepsia, paralisis cerebral infantil y acalasia.

Otro dato de relevancia fue la presentacién de formas clinicas atipicas de infeccion
por SARS-CoV-2 dentro de las cuales se encontraron cuatro casos de sindrome
multisistémico inflamatorio y un paciente con encefalitis, estos casos fueron

hospitalizados.

26



Cuadro 1. Caracteristicas generales de los pacientes con infeccién por SARS-CoV-2.

Hospitalizados Ambulatorios Total
n=32 (%) n=30 (%) N=62 (%)
Sexo
Hombres 15 17 32
Mujeres 17 13 30
Edad
Mediana 9 aflos 10 meses 9 aflos 8 meses 9 afios 8 meses

Rango intercuartilico

2 aflos 8 meses-

2 aflos 9 meses-

2 afios 4 meses-

14 afios 14 afios 6 meses 14 afios
Estado nutricional
Normal 11 20 31
Desnutricion 3 2 5
Sobrepeso 10 6 16
Obesidad 8 2 10
Pacientes con 20 (32%) 4 (6.4%) 24 (38.4%)
comorbilidades
Comorbilidades
LLA 4 - 4
LMA 3 - 3
Tumor sélido 4 - 4
Cardiopatfas 2 1 3
Asma 2 - 2
Sifilis 1 - 1
Dengue 1 - 1
Insuficiencia arterial 1 - 1
Paralisis cerebral infantil 1 1 2
Epilepsia - 1 1
Acalasia - 1 1
Hidrocefalia 1 - 1
Presentaciones atipicas
de infeccién por SARS-
CoV-2 4
SMI* 1

Encefalitis
* Sindrome multisistémico inflamatorio.

Respecto a los datos clinicos al momento del diagndstico, en el grafico 1, se observa
que la fiebre, cefalea y tos fueron los signos/ sintomas que se presentaron con
mayor frecuencia en ambos grupos. En los pacientes hospitalizados fueron mas
frecuentes los sintomas gastrointestinales, asi como desaturacion y disnea que se
correlacionan con la gravedad de la enfermedad. En los pacientes ambulatorios, la
frecuencia de mialgias, artralgias, odinofagia y rinorrea fue mayor. En pocos casos
se reportaron alteraciones del olfato.
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Grafico 1. Sintomas y signos de infeccién por SARS-CoV-2 en pacientes hospitalizados y ambulatorios
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En el grupo de hospitalizados, la mitad de los pacientes se clasificé con enfermedad
leve, una tercera parte como enfermedad moderada y menos del 20% como
enfermedad grave (que corresponde a 9.6% de la muestra total). Los pacientes que
se hospitalizaron a pesar de clasificarse como enfermedad leve fueron debido a su
enfermedad subyacente, para mantener vigilancia y detectar oportunamente
complicaciones. Dieciséis pacientes ingresaron con un diagnostico de cancer,
fiebre y neutropenia, diez se clasificaron con enfermedad moderada y seis con
enfermedad severa. Respecto los dias de estancia intrahospitalaria, la mediana fue
de 11 dias (RIQ 4.7 a 15.2 dias). Con respecto al tratamiento en estos pacientes
56.2% requirieron oxigeno suplementario, 40.6 % esteroides y unicamente en cuatro
casos se utilizo inmunoglobulina, los cuales correspondieron a los casos
diagnosticados como sindrome multisistémico inflamatorio relacionado asociado a
SARS-CoV-2. Solo se documentaron cuatro defunciones todas secundarias a

patologias de base.

28



Cuadro 2. Caracteristicas de 32 pacientes hospitalizados con COVID-19.

Dias de estancia intrahospitalaria
Mediana

Rangos 1Q (25-75)

Clasificacion de la enfermedad
Leve

Moderada

Severa

Tratamiento

Oxigeno

Gammaglobulina

Esteroides

Defunciones

11
4.7-15.2
N (%)
17 (51%)
10 (30%)
6 (18%)

18 (56.2%)

4 (12.5%)

13 (40.6%)
4

También se realiz6 la descripcion de los laboratorios tomados al ingreso de estos

pacientes, dentro de los que se consideraron de relevancia la biometria hematica,

donde observamos que la principal alteracién fue la linfopenia, sin embargo, hay

que tomar en cuenta a los 16 pacientes que ingresaron con un episodio de fiebre y

neutropenia. Respecto a los marcadores de inflamacién, se observé un incremento

en todos ellos, principalmente en la PCR con una media reportada en 25.7 mg/L

(RIQ 7.8-56.3) y en lo que cabe a valores de la gasometria, estos permanecieron

en limites normales.

Cuadro 3. Valore

s de los principales exdmenes de laboratorio en 32 pacientes hospitalizados.

Leu Hb PIt Neu Lin Fer INR PCR DD Fib pH PCO? PO? SAO?

cel/mm3 g/dL cel /mm3  cel/mm3  cel/mm3 /mm3 mg/L mg/dL  mg/dL mmHg  mmHg %
Mediana 7205 13 175500 4370 1205 675.15 1.26 25.7 516.5 376  7.45 31 64 93.5
Cuartil 25 3037.5 11.07 93750 1577.5 540 419.85 1.06 7.85 287 3225 7.42 27.5 49.25 87.5
Cuartil 75 9590 14.32 240750 7505 22775 156875 135 56.38 839.7 499 750 35.75 91.5 98

Abreviaturas: Leu: leucocitos, Hb
Dimero D, Fib: fibrindgeno,

- hemoglobina, Plt: Plaquetas, Neu: neutrdfilos, Linf: linfocitos, Fer: ferritina, INR: PCR: Proteina C reactiva, DD

29



Anticuerpos Log'®

Se determinaron anticuerpos neutralizantes en la primera muestra de 62 pacientes
y se realiz6 un control a 6 meses de la infeccion en 22 de los mismos. Encontramos
que el primer control tomado, los rangos intercuartilicos obtenidos fueron de 1.99
Log'® y 1.57 Log'® en la primera muestra y de 1.99 Log'® y 1.81 Log' para la
segunda muestra, con una media geométrica de 1.50 Log'® y de 1.89 Log'®
respectivamente. En la grafica no. 2, se observa la distribucion respecto a los

cuartiles 25 y 75 asi como el promedio aritmético de ambos grupos.

Grafico 2. Anticuerpos neutralizantes en primer y segunda muestra.
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Respecto a las diferencias entre los pacientes hospitalizados y ambulatorios en los
controles tomados entre el primer y tercer mes, se calcularon las medias
geométricas (1.48 Log "°vs 1.60 Log'?) y aritméticas (1.60 Log "°vs 1.72 Log'?) para
ambos grupos, permaneciendo similares. Sin embargo, rango distribucién entre el
percentil 25 y 75 que se puede observar en el siguiente grafico que fue menos
amplio en el grupo de los ambulatorios (1.99-1.10 Log'™vs 1.99-1.61 Log'?). (grafico
3)
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Grafico 3. Anticuerpos neutralizantes en pacientes hospitalizados y ambulatorios entre los 1-3 meses.
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Al graficar a la capacidad neutralizante en diferente momento observamos que tanto
en el caso de los pacientes hospitalizados se observa incremento en los valores de
anticuerpos neutralizantes en la segunda muestra respecto a la primera, con una
media geométrica de (1.48 Log™ vs 1.89 Log'?), media aritmética (1.60 Log'® vs

1.88 Log'%) y rangos intercuartilicos menos amplios observados en la segunda
muestra. (grafico 4)

Grafico 4. Anticuerpos neutralizantes en los 1-3 meses y a los 6-8 meses en pacientes hospitalizados
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En el grupo de pacientes ambulatorios también observamos que los valores de la
primera muestra son menores a los encontrados en la segunda, donde incrementan
tanto la media geométrica (1.6 Log'® vs 1.85 Log'?) como la aritmética (1.72 Log'°

vs 1.86 Log'?), sin embargo, los rangos intercuartilicos permanecen similares.

Grafico 5. Anticuerpos neutralizantes en los 1-3 meses y a los 6-8 meses de pacientes ambulatorios.
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Ya que el comportamiento entre ambulatorios y hospitalizados, permanecio de
manera similar, clasificamos también a los pacientes por gravedad de la
enfermedad, en los pacientes con enfermedad leve, los anticuerpos neutralizantes
fueron menores (media geométrica 1.42 Log'® media aritmética de 1.5 Log'?), y al
comparar las medias aritméticas entre pacientes con enfermedad grave y aquellos
clasificados como pacientes con enfermedad moderada estos fueron similares (1.7
Log'®) (grafico 6), sin embargo al calcular la media geométrica se observa una
mayor magnitud en los pacientes con enfermedad severa (media geométrica 1.67
Log'®vs 1.7 Log'?)
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Gréfico 6. Anticuerpos neutralizantes determinados en enfermedad leve, moderada y severa, en el
primery tercer mes.
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Al dividir a los pacientes por grupo etario podemos observar en la representacion
grafica se observa una distribucién igual entre los grupos de lactantes vy
adolescentes, sin embargo al calcular la media geométrica vemos que el valor de
los anticuerpos neutralizantes es superior en el grupo de menor edad, representada
por el grupo de lactantes (media geométrica 1.76 Log'®, media aritmética 1.8Log"?),
seguido por los adolescentes (media geométrica 1.68 Log'®, media aritmética 1.8
Log™)  posteriormente los escolares (media geométrica 1.40 Log'®), media

aritmética 1.5 Log'?) y al final los prescolares ( media geométrica 1.18 Log'?, media
aritmética 1.4 Log'?)

Grafico 7 Anticuerpos neutralizantes determinados en el primer y tercer mes, por grupo etario
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Se realiz6 determinacion de IgM e 1gG a 25 pacientes en la primera muestra tomada
de 1 a 3 meses posterior al diagndstico de la infeccidn, se observa que en el 72%
del total de pacientes presento IgG positivas y 64% IgM, y 60% presentaba ambas
positivas, 19 de todos los pacientes presentaba una de las dos positivas (76%) y en

seis pacientes el resultado fue negativo.

Cuadro 4. Valores de IgM e IgG en muestras tomadas 1-3 meses del diagndstico de infeccion por SARS-CoV-2.

Hospitalizados Ambulatorios Total
n=9 (%) n= 16 (%) N=25 (%)

Valores de IgM
Mediana 1.05 1.01 1.02
Min-Max 0.21-6.63 0.37-3.17 0.21-6.63
IgM positiva 6 (66.6) 10 (62.5) 16 (64)
IgM negativa 3(33.3) 6(37.5) 9 (56)
Valores de IgG
Mediana 1.78 1.57 1.59
Min-Max 0.16-3.17 0.05-3.78 0.05-3.78
IgG positiva 6 (66.6) 12 (75) 18 (72)
IgG negativa 3 (33.3) 4 (25) 7 (28)
IgG + 1gM positivos 6 (66.6) 9 (56.2) 15 (60)
IgG + 1gM negativos 3 (33.3) 3(18.7) 6 (24)

Valor de corte de IgM e IgG > 0.9

Respecto a los pacientes que no se seroconvirtieron en el periodo de 1 a 3 meses,
realizamos una caracterizacion, que puede observarse en el siguiente cuadro, de
estos 3 fueron hospitalizados y 3 ambulatorios. Dentro los hospitalizados, todos
tenian comorbilidades oncoldgicas y de los ambulatorios, es importante destacar
que las pacientes 5 y 6 eran hermanas. Por otro lado, en cuanto respecta a los
anticuerpos neutralizantes, en la primer muestra unicamente en la paciente 5 se
reportaron mayores al 50%, sin embargo en la segunda toma a los 3 pacientes a los
que se les determino se registraron mayores a 50%.
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Cuadro 5. Caracterizacion de los pacientes con IgM e IgG negativa.

Paciente 1 Paciente 2 Paciente 3 Paciente 4 Paciente 5 Paciente 6
Clasificacion Ambulatorio Hospitalizado Hospitalizado Hospitalizado Ambulatorio Ambulatorio
Sexo Hombre Hombre Hombre Hombre Mujer Mujer
Edad 5 afios 12 afios 9 meses 6 afos 9 meses 7 afos 1 mes 16 afos 7 meses 7 afnos 4 meses
Estado Normal Obesidad Sobrepeso Normal Normal Normal
nutricional
Comorbilidades Ninguna Meduloblastoma Tumor Linfoma de Ninguna Ninguna

desmoplasico hodgkin

Severidad de la Leve Moderada Moderada Leve Leve Leve
enfermedad
Tratamiento
Oxigeno No Si Si No No No
suplementario
Esteroide No Si Si No No No
Laboratorio
IgM 0.5 0.25 0.21 0.21 0.05 0.04
18G 0.7 0.64 0.16 0.37 0.05 0.05
Anticuerpos 8.3% 0.47% 7.97% 5.9% 85.8% 10.1%
neutralizantes 0.91 Log 1© 0.32 Log 10 0.90 Log 10 0.77 Log 1 1.93 Log 10 1.0 Log 10
1-3 meses
Anticuerpos 70.4% 88.6% 95.1%
neutralizantes 1.84 Log 10 1.94 Log 10 1.97 Log 10

6-8 meses
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DISCUSION

Este trabajo se realizé con el principal objetivo de estudiar la respuesta inmune
mediada por anticuerpos en pacientes pediatricos infectados por SARS-CoV-2,
clasificados en ambulatorios y hospitalizados y estratificados por edad, mediante la
determinacién de anticuerpos neutralizantes contra la proteina S vy titulos de IgM e
IgG, en dos momentos, el primero en un periodo de 1-3 meses y el segundo a 6-8

meses posterior al diagndstico de infeccion por PCR TR.

A diferencia de otros articulos publicados que evaluan la respuesta inmunitaria en
nifos, en la que los participantes son contactos de casos de COVID-19 o nifios
asintomaticos'>'3, nuestros pacientes fueron casos sintomaticos y con todo el
espectro de la enfermedad (leve, moderada y grave). En el meta-analisis realizado
por realizado por Christophers y cols.,'* se incluyeron 22 estudios, provenientes de
48 ciudades y provincias de China, Italia, Estados Unidos, Iran y Malasia, también
se encontré que los sintomas principales al momento del diagnéstico son fiebre y
tos, no se encontré anosmia o augesia en alguno de los estudios se incluyeron. En
lo que respecta a las comorbilidades de los participantes, se observé una mayor
frecuencia en nuestros pacientes (hasta del 38.4% vs 2.4%) con predominio de
padecimientos hemato-oncoldgicos, mientras que en el metaanalisis refieren asma
y epilepsia como principales comorbilidades. Esto se explica por ser la UMAE
Hospital de Pediatria un centro de referencia para pacientes con cancer. Respecto
al analisis de pruebas de laboratorio estandar, encontramos que de manera
consistente se observa incremento de los valores de proteina C reactiva, aunque
con un valor mucho mayor en nuestra poblacion, sin embargo, en la biometria
hematica el principal hallazgo no fue leucocitosis, si no linfopenia, lo cual pudo ser
secundario al numero de pacientes con inmunosupresion secundaria a tratamiento
citorreductor. En el caso de los pacientes hospitalizados, la media de dias de
internamiento es similar a la publicada (11 dias contra 12 dias), y en cuanto a la
clasificacion por presentacion de la enfermedad, en nuestros pacientes se reportd
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una frecuencia mas alta de enfermedad severa, que en las series incluidas en este

metaanalisis (9.6% vs 3.4%).

Respecto al objetivo principal de describir la dinamica de la inmunidad mediada por
anticuerpos en pacientes pediatricos infectados por SARS-CoV-2, se registro que el
74% de los pacientes tuvieron serologia positiva a partir de las 4 semanas, que
concuerda con estudios similares publicados previamente 2151 Y en lo que cabe
a la persistencia de la inmunidad en el tiempo, identificamos que los anticuerpos
neutralizantes, persistieron en un periodo de al menos 6 meses, incluso con
incremento de los valores en la segunda muestra con respecto a la primera (media
geométrica 1.64 vs 1.87) , similar a lo demostrado por Bonfante y colaboradores
que observaron la persistencia e incluso aumento de anticuerpos a 236 dias de la
infeccidn en pacientes pediatricos', contrario de lo observado en adultos, donde

declinan hasta un 40% a partir de los 3 a 7 meses de la infeccion 17,

Respecto a las diferencias entre el comportamiento entre pacientes hospitalizados
y ambulatorios, encontramos que la magnitud de los anticuerpos neutralizantes fue
mayor en los pacientes ambulatorios, sin embargo, teniendo en cuenta que muchos
de los pacientes hospitalizados, fueron ingresados a causa de su padecimiento de
base y no por la gravedad propia de COVID-19, se dividi6 a los pacientes de acuerdo
con la gravedad para comparar los valores. En la primera muestra el porcentaje de
neutralizacion en pacientes fue mayor a medida que la enfermedad fue mas grave
(media geométrica en enfermedad leve:1.42, enfermedad moderada: 1.49,
enfermedad grave: 1.66), lo cual, es similar a lo descrito previamente en adultos por
Wang et al '8, donde compararon muestras de plasma de pacientes con enfermedad
grave y no grave, observaron que los anticuerpos neutralizantes eran
sustancialmente mayores en el primer grupo. Especificamente el rango de titulos
fue de <100 a 3710 con media de 2545 en el grupo de los casos graves y de <100
a 1463 con media de 491 en los casos no graves, asi, la respuesta de anticuerpos
neutralizantes fue cinco veces mayor en los casos severos con un valor de p

estadisticamente significativo (p= 0.015).

37



Al estratificar a los pacientes por grupo etario, se evidencié que los pacientes
correspondientes al grupo de lactantes presentaron los porcentajes mas altos de
neutralizacion de anticuerpos (media geométrica 1.76), al igual que lo referido en el
estudio de Bonfante y colaboradores' donde se observo que los anticuerpos
neutralizantes se relacionan de manera inversamente proporcional a la edad
particularmente en menores de 3 afios. Se observo un comportamiento similar en el
estudio realizado por Yang et al ', en donde se comparo el nivel de IgG de SARS-
CoV-2, el nivel de anticuerpos totales (TAb), la actividad de anticuerpos
neutralizantes sustitutos (SNAb) y la avidez de unién de anticuerpos entre nifios (de
1 a 10 anos), adolescentes (de 11 a 18 anos) y jévenes adultos (de 19 a 24 afios)
encontrando que todos estos parametros se correlacionaron negativamente con la
edad (p. Ej., IgG: r = -0,51; P <0,001). También se registré esta asociacion por
Garrido G, et al?® en un estudio donde compararon la actividad neutralizante de IgG
especifica para SARS CoV 2, encontrando una actividad neutralizante mayor en
nifios y adolescentes que en adultos a los 2 meses (Media IDsg 379 [RIQ 214-634]
vs 161[RIQ 44-212] P=0.0003) y a los 4 meses (Media IDsg 148 [RIQ 81-254] vs 64
[RIQ 52-162] P=0.10)

Llama la atencion, sin embargo, que el segundo grupo etario en nuestro estudio con
mayor porcentaje de anticuerpos neutralizantes fueron los adolescentes, esto puede
estar favorecido por un mayor numero de pacientes con enfermedad grave en esta

clasificacion.

Consideramos que la informacion obtenida de esta investigacion es valiosa y util,
ya que nos permitié explorar la dinamica de la inmunidad posterior a la infeccién por
SARS-CoV- 2 en pacientes pediatricos, teniendo en cuenta que hasta el momento

existe poca evidencia de este fendmeno en la literatura.

A partir de los hallazgos en este trabajo, se puede continuar con el estudio de la

respuesta inmune, incluir nifios vacunados y también incrementar el tamafio de
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muestra para identificar los factores asociados a una mayor capacidad de respuesta

a la infeccion por este virus.

Dentro de las limitaciones en esta investigacion consideramos el sesgo que pudo
suponer el numero limitado de pacientes que se incluyeron y en los que pudieron

completarse los ensayos de laboratorio.

CONCLUSIONES

e Hasta un 76% de los pacientes presentan serologia positiva a 4 semanas de
la infeccion por SARS-CoV- 2

e Lainmunidad mediada por anticuerpos persiste e incrementa por 6 meses.

e La inmunidad se relaciona de manera proporcional a la gravedad de la

enfermedad y de manera inversamente proporcional a la edad.
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ANEXOS

[N y
@ ANEXO 1. CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO.

IMSS INSTITUTO MEXICANO DEL SEGURO SOCIAL

CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA PARTICIPACION EN
PROTOCOLOS DE INVESTIGACION

Coordinacion de Investigacion en Salud
Comisién Nacional de Investigacion Cientifica
Unidad de Investigacién Médica en Inmunoquimica
Hospital de Especialidades/ Hospital de Pediatria

Centro Médico Nacional Siglo XXI

Lugar: , Ciudad de México, a del
mes ano
Por medio de la presente yo en mi

calidad de paciente o representante legal, acepto participar en el estudio:

“Estudio de la respuesta inmunitaria protectora mediada por anticuerpos en
los pacientes infectados con SARS-CoV-2y sus contactos cercanos, para el
desarrollo inmunoterapias”

Registrado ante la Comision Nacional de Investigacién Cientifica con el Numero:
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1. Propdsito del estudio: A usted se le invita a participar en este estudio por que cumple
con los criterios de inclusion, que dentro de ellos es presentar la enfermedad COVID-19,
generada por el virus SARS-CoV2 (Coronavirus) o ser un contacto cercano a enfermo(s)

de este padecimiento.

Nuestro objetivo es determinar las caracteristicas y duracion de la respuesta de anticuerpos
contra el virus SARS-CoV-2 asi como su relacion con el estado de proteccion contra la
enfermedad, para conocer el comportamiento de la enfermedad desde el punto de vista
molecular, esto es, a partir de muy pequefios componentes de su organismo. De esta forma
queremos conocer si la produccién de estos anticuerpos ayuda a defendernos y cuanto

tiempo dura la proteccion.

Al igual que usted, otras personas mas seran invitadas a participar. Su participacién en este
estudio es completamente voluntaria. Por favor lea la informacion que le proporcionamos,

y haga las preguntas que desee antes de decidir si desea o no participar.

2. Procedimientos. Si usted acepta participar ocurrira lo siguiente:

Le pediremos que nos permita tomarle de su brazo siete muestras de sangre, una al inicio
de su evaluacién, la segunda muestra de sangre al tercer dia, la tercera muestra en el dia
siete, 30 dias después de realizado el diagndstico de infeccién por Coronavirus, a los 6, 12
y 24 meses posteriores a su alta. La cantidad de sangre que le tomaremos en cada ocasién
equivale a tres cucharadas soperas regular. También requerimos que nos de autorizacion
para tomar algunos datos de su expediente clinico que nos permitan saber detalles del

proceso infeccioso.

De cada una las muestras de sangre obtendremos sus células, el suero y el plasma y las

analizaremos.

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

el analisis.
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4. Disponibilidad de tratamiento médico: Usted recibira el tratamiento adecuado para
resolver la infeccion de COVID-19, en el remoto caso de presentarse complicaciones
asociadas a su participacion en el presente estudio, el IMSS otorgara y cubrira todas las

atenciones requeridas.

5. Posibles beneficios que recibira al participar en el estudio: Aunque directamente no
obtendra ningun beneficio de los datos obtenidos, estos permitiran comprender la

capacidad del sistema de defensas del organismo durante la infeccién COVID-19.

6. Participacion o retiro: Su participacion en este estudio es completamente voluntaria. Si
usted decide no participar, seguira recibiendo la atencién médica brindada por el IMSS, se
le ofreceran los procedimientos establecidos dentro de los servicios de atencién médica del
IMSS o de la Unidad Médica en donde se encuentra Usted. Es decir, que, si usted no desea
participar en el estudio, su decisién, no afectara su relacién con el proveedor de su servicio
meédico y su derecho a obtener los servicios de salud u otros servicios que recibe del IMSS
y las unidades médicas participantes. Si en un principio desea participar y posteriormente
cambia de opinion, usted puede abandonar el estudio en cualquier momento. El abandonar
el estudio en momento que quiera no modificara de ninguna manera los beneficios que
usted tiene como derechohabiente del IMSS o de la unidad médica participante. Para los
fines de esta investigacion solo utilizaremos la informacién que usted nos ha brindado
desde el momento en que acepto participar y hasta el momento en el cual nos haga saber
que ya no desea participar. También queremos solicitar a través de este documento de
autorizacién, que nos autorice a guardar las muestras que obtenemos al momento de tomar
su sangre para poder realizar en un futuro analisis complementarios y otros estudios de
interés biomédico a los que hoy estamos proponiendo. Lo anterior preservando la

privacidad y confidencialidad.

7. Privacidad y confidencialidad: La informacion que obtengamos de su expediente
clinico sera guardada de manera confidencial, para garantizar su privacidad. Cuando los

resultados de este estudio sean publicados o presentados en conferencias no se dara
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informacién que pudiera revelar su identidad. Su identidad sera protegida y ocultada. Para
proteger su identidad le asignaremos un numero que utilizaremos para identificar sus datos,

y usaremos ese numero en lugar de su nombre en nuestras bases de datos.

8. Personal de contacto para dudas y aclaraciones sobre el estudio: Sitiene preguntas
0 quiere hablar con alguien sobre este estudio de investigacién puede comunicarse de 9:00
a 14:00 horas, de lunes a viernes con el Dr. Constantino Il Roberto Lopez Macias, matricula
IMSS 10229469, quien es el investigador responsable del estudio, a los teléfonos: 56-27-
69-00, ext. 21476, en la Unidad de Investigacion Médica en Inmunoquimica de la UMAE
Hospital de Especialidades del Centro Médico Nacional Siglo XXI del IMSS.

Personal de contacto para dudas sobre sus derechos como participante en un

estudio de investigacion.

Si usted tiene dudas o preguntas sobre sus derechos al participar en un estudio de
investigacion, puede comunicarse con los responsables de la Comisién de Etica en
Investigacion del IMSS, a los Tel. 56276900 extensién 21230, de 9 a 16:00 horas; o si asi lo

prefiere al correo electronico: comiteeticainv.imss@gmail.com.

La Comision de Etica se encuentra ubicada en el Edificio del Bloque B, Unidad de
Congresos piso 4, Centro Médico Nacional Siglo XXI, Av. Cuauhtémoc 330 Colonia
Doctores, C.P. 06725, México D.F.

Declaracion de consentimiento informado.

Se me ha explicado con claridad en qué consiste este estudio, ademas he leido (o alguien
me ha leido) el contenido de este formato de consentimiento. Se me han dado la
oportunidad de hacer preguntas y todas mis preguntas han sido contestadas a mi
satisfaccion. Se me ha dado una copia de este formato. Al firmar este formato estoy de

acuerdo en participar en la investigacion que aqui se describe y que, de la muestra obtenida:

[ 1 Si autorizo que se tome la muestra solo para este estudio.
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[ ] Si autorizo que se tome la muestra para este estudio y estudios futuros.

. Estoy de acuerdo en que se colecte informacion de mi expediente médico para ser

utilizado en este y otros estudios de investigacién biomédica futuros.

. Entiendo que mi informacién médica y genética codificada podra ser usada para

este y otros estudios de investigacion biomédica en un futuro.

. Estoy de acuerdo en donar de forma voluntaria las muestras para este y otros
estudios de investigacion biomédica que surjan en un futuro, asi como de su
almacenamiento en la Unidad de Investigacion Médica en Inmunoquimica por el tiempo que

sea necesario.

Nombre del Padre o tutor Teléfono

Firma de la madre o tutor Fecha

Le he explicado el estudio de investigacion al participante y he contestado todas sus
preguntas. Considero que comprendié la informacion descrita en este documento y

libremente da su consentimiento a participar en este estudio de investigacion.

Nombre y Matricula IMSS del encargado de obtener el consentimiento informado
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Teléfono  Firma del encargado de obtener el consentimiento Fecha

Mi firma como testigo certifica que el/la participante firmé este formato de consentimiento

informado en mi presencia, de manera voluntaria.

Nombre, firma y relacién con el paciente del testigo 1 Fecha Teléfono

Nombre, firma y relaciéon con el paciente del testigo 2 Fecha Teléfono
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ANEXO 2. HOJA DE RECOLECCION DE DATOS

M Unidad Médica de Alta Especialidad

Sote%

Hos

Centro Medico Macional Siglo XXI

HOJA DE RECOLECCION DE DATOS.

pital de Pediatria "Dr. Silvestre Frenk Freund"

Protocolo: Estudio de respuesta de anticuerpos contra SARS CoV 2 en pacientes pedidtricos.

FICHA DE IDENTIFICACION.

oA
[

INFECT®L®GIA

A. Fecha de atencion
B. Primera muestra
C. Segunda muestra
D. Nombre
E. Clasificacion (Hospitalizado/ Ambulatorio)
F. Edad
G. Sexo
H. Peso
l. Talla
J. IMC
K. Comorbilidad
SINTOMAS
L. Fiebre M. Cefalea N. Tos O. Rinorrea P. Odinofagia | Q. Mialgia R. Artralgia | S.Anosmia
T.Disnea | U.Desaturacion | V. Hipotension | W. Conjuntivitis | X. Exantema Y. Dolor Abdominal | Z. Diarrea
LABORATORIOS.
AA. Leu AB.Hb | AC.PIt AD. Neu#t | AE. Linf# AF. Ferr AG. INR
AH.PCR | Al.DD AJ. Fibr | AK. pH AL.PCO2 | AM.PO2 | AN.SpO2
EVOLUCION.
AO. Defuncién | AP.DEIH | AQ. Grado
TRATAMIENTO
AR. Gamma | AS. O2 | AT. Esteroide
RESULTADO.
AU. Anticuerpos 1 a muestra: IgM lgG
AV. Anticuerpos 2 a muestra: IgM lgG

AW: Porcentaje de Anticuerpos neutralizantes 12 muestra:

AX: Porcentaje de Anticuerpos neutralizantes 22 muestra:
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ANEXO 3. FLUJOGRAMA

Llenado de Hoja de Recoleccion
de datos

i e e

Entrega en la Division de
Ensefianza de la UMAE
Hospital de Especialidades
CMN “Siglo XXI”

Firma de consentimiento

informado '--:

* Rotulacion de tubos de coleccion

con nombre y NSS

Toma de muestra de
sangre periférica x
venopuncién

4

P ——

1. Tomar 6 mL de sangre en Tubo Vacutainer
con EDTA como anticoagulante
(Tapa lavanda/morada)

2. Tubo Vacutainer sin anticoagulante
(Tapa Roja) 5 mL

‘ <10 min

Entrega de muestras en la UIMIQ
ler piso Hospital de Especialidades
Area de Laboratorios de Investigacién
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ANEXO 3. CRONOGRAMA DE ACTIVIDADES

Actividad

Busqueda de
bibliografia

Elaboracion
demarco teodrico
y protocolo

04/20 | 04/20 | 05/20 | 05/20

06/20

07/20-
08/21

08/21

09/21

10/21

Presentacion del
protocolo ante el
Comité de Etica
e Investigacion

Aprobacion del
protocolo.

Recolecciéon de
datos / Elaborar
base de datos

Analisis de
resultados.

Discusion y
elaboracion de
documento.

Presentacion de
la tesis.
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