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RESUMEN.

Marco tedrico: SARS-CoV-2 es un virus ARN positivo perteneciente al género
Betacoronavirus causa la pandemia de COVID-19. Diferentes estudios han
observado la disminucién en la produccién de linfocitos T en sangre periférica, se
ha cuantificado la poblacién linfocitaria de células T CD4*, células T CD8", células
B, células NK; sugiriendo a estos parametros como factor predictor y prondstico en
la evolucion de la enfermedad, por otra parte, se ha observado que el paciente
infectado se recupera al aumentar sus niveles de linfocitos totales, sin embargo no
se ha estudiado con precision en pacientes convalecientes si todas las
subpoblaciones de linfocitos se recuperan a los niveles normales presentes antes
de la infeccidén y el comportamiento de las concentraciones de proteina C reactiva

(PCR) durante y después de la infeccion.

Objetivo: Se correlacioné las concentraciones de proteina C reactiva con las
concentraciones de subpoblacién de linfocitos (B, T, NK y NKT) en pacientes
graves, criticos y convalecientes por COVID-19 como factor predictor de la

enfermedad.

Material y métodos: Se Realizé determinaciones de subpoblaciones linfocitarias
por citometria de flujo en pacientes criticos, graves y convalecientes por COVID-19.
Se busco en la base de datos digital del laboratorio del hospital de Especialidades
“Dr. Antonio Fraga Mouret” las concentraciones de Proteina C reactiva de pacientes
hospitalizados criticos y graves por COVID-19, mientras que se determinaron las
concentraciones de Proteina C reactiva en pacientes convalecientes.

11



Recursos e infraestructura: El estudio se realiz6 en el Laboratorio de Hematologia
Especial del Hospital de Especialidades “Dr, Antonio Fraga Mouret” del Centro
Médico Nacional la Raza. El proyecto estuvo a cargo de la D en C. Laura Arcelia

Montiel Cervantes.
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MARCO TEORICO

VIRUS SARS-COV-2

El SARS-CoV-2 causante de la pandemia que aqueja a nuestro planeta ha puesto
en jague a los sistemas de salud y a la economia mundial, cambiando drasticamente
nuestro comportamiento como humanidad. En enero de 2020 la agencia
responsable para determinar la etiologia de los casos de neumonia severa
presentados en Wuhan, China identificé al virus llaméandolo Nuevo Coronavirus. El
11 de febrero de este afio el Comité Internacional de Taxonomia de Virus (ICTV por
su acrénimo en inglés) le dio el nombre de Coronavirus 2 el cual provoca el sindrome
respiratorio agudo grave (SARS-CoV-2, por sus siglas en inglés) en el mismo dia la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS) llamé a la enfermedad por coronavirus,
(COVID-19, Coronavirus disease-19,). EI nimero 19 se debe al afio donde se
reportaron los primeros casos?. Para el 11 de marzo la OMS da la declaratoria de

pandemia 2

El SARS-CoV-2 pertenece al género Betacoronavirus, familia Coronaviridae3-4.
subgénero Sarbecovirus®. Es un virus con material genético ARN positivo ® con
29,903 nucledtidos?, mide de 60 a 140 nm ! La familia Coronaviridae cuenta con 4
géneros: Alfa, Beta, gama y delta! Siete tipos de coronavirus pueden afectar al
humano, siendo zoonéticos; y se clasifican como alta y bajamente patégenos®.
Dentro de los coronavirus bajamente patégenos se encuentran los virus 229E,
NL63, OC43, HKU1. los cuales no causan sindrome respiratorio agudo grave,
mientras que en el grupo de los altamente patdgenos se encuentra el virus SARS-

CoV-1 identificado en 2002; el virus MERS-CoV, que ocasiona el Sindrome
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Respiratorio de Oriente Medio, aislado en junio de 2012 y actualmente el SARS-

CoV-2°. La tasa de mortalidad es de 9.5 %, 34 % y 6.7 % respectivamente*

SARS-CoV-2 cuenta con una alta infectividad, el nimero de reproduccion basica
(RO), fue estimada en 3.77, mucho mas alta que SARS-CoV-1; 2.7 y MERS-COV
menor a 1 . Cuenta con una envoltura que consiste en una capa bilipidica que
expresa proteinas en forma de espigas llamadas en inglés Spike (S); la cual esta
asociada a la internalizaciéon del virus a la célula, Proteina de envoltura (E), cuya
funcién es la formacion de canales i6nicos, proteina de membrana (M); que es la
responsable de dar curvatura al virus y es la proteina mas abundante, también
cuenta con nucleoproteinas (N)° que se utilizan en la transcripcion del virus. El
coronavirus utiliza el receptor de la enzima convertidora de Angiotensina 2 (ACE2)
para penetrar en la célula blanco, el receptor es expresado ampliamente en las
células epiteliales de pulmén, intestino, rifién corazén y vasos sanguineos’®. Esto
provoca un incremento de angiotensina Il, ocasionando vasoconstriccion e
inflamacion; aumentando el dafio a pulmoén. La proteina S se une a ACE2
provocando un desdoblamiento en dos subunidades, la proteina S1y Sz, a su vez,
esta Ultima subunidad, es activada por una proteasa transmembrana de Serina 2
(TMSPRSS2) permitiendo el ingreso por endocitosis a la célula infectada y utilizar
la maquinaria de la célula para producir sus propias proteinas®. SARS-CoV-2 infecta
a células T a través de CD47- Proteina S, también conocida como Basigina 6
EMMPRIN® Los epitopos virales son presentados a través del complejo mayor de
histocompatibilidad clase | (MHCI) a las células T citotéxicas CD8* las cuales se

activan y se dividen mostrando una expansién clonal, las células T CD8" lisan a las
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células del tejido infectadas por el virus, mientras que al mismo tiempo las células
presentadoras de antigenos muestran el péptido viral a través del complejo mayor
de histocompatibilidad clase Il (MHCII) a las células T cooperadoras CD4*, donde
las células B interactian con las células T CD4* para la produccién de

inmunoglobulinas.

INFECCION POR SARS-COV-2

La entrada al cuerpo humano de SARS-CoV-2 es via area y ocular. Algunos
investigadores sugieren que el virus puede ingresar al sistema nervioso central a
través de la ruta nasal y llegar al bulbo olfatorio ocasionando sintomas neuroldgicos
como hiposmia, hipogeusia y cefalea, mientras que en ojos también puede existir
como ruta de propagacion del virus, pasando de la conjuntiva a través del conducto
lagrimal al sistema gastrointestinal provocando sintomas digestivos.® El periodo de

incubacion del virus es de 1 a 13 dias?9.

Los pacientes con COVID-19 reportan sintomas como mialgias, expectoraciones,
apnea, tos seca, fiebre, fatiga, cefalea, hemoptisis, sintomas gastrointestinales;
como anorexia, vomito, nausea, dolor abdominal y sangrado gastrointestinal que
puede ocurrir en las etapas iniciales®!!. Todos los pacientes desarrollan neumonia;
alrededor de la mitad cursa con disnea y una tercera parte requiere unidad de
cuidados intensivos.’® Se han observado en nifios infectados lesiones
maculopapulares, vesiculas, urticaria, exantema, petequias, livedoreticularis,

lesiones acrales por el estado de hipercoagulabilidad con elevacion de dimero D2,
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SARS-COV-2 puede presentarse de forma asintomatica o desarrollar COVID-19 de
forma leve, grave o critica. Los pacientes con enfermedad leve pueden presentar
sintomas como fiebre, tos seca, fatiga entre otros sintomas ya mencionados con
tomografias de térax anormales pero con buen prondéstico'3, en contraste con los
pacientes que desarrollan COVID-19 grave donde se observa alguno de los
siguientes criterios: dificultad respiratoria, respiraciones mayor a 30 por minuto,
oximetria de pulso (SpO2) menor de 93 %, razon de Presion arterial de Oxigeno
sobre la Fraccion inspirada de oxigeno (PaO2/FiO2) menor de 300 mmHg y la
enfermedad critica presentando uno de estas tres las siguientes alteraciones: falla
respiratoria con necesidad de asistencia ventilatoria, shock o falla multiorganica con
necesidad de unidad de cuidados intensivos (UCI)!4. Investigadores han observado
que casos de pacientes criticos fallecen entre el dia 15, 18 y 21 después de iniciados
los sintomas!®. La mayoria de los que cursan con COVID-19 desarrollan la
enfermedad leve pero puede evolucionar dentro 8 a 9 dias después de iniciados los
sintomas un sindrome de insuficiencia respiratoria aguda (SIRA)®> que es una
enfermedad pulmonar inflamatoria y difusa que condiciona incremento de la
permeabilidad vascular, peso pulmonar, disminucién del parénquima pulmonar
aereado, hipoxemia, infiltrados pulmonares bilaterales, incremento del espacio
muerto y corto circuito intrapulmonar, asi como disminucion de la distensibilidad
pulmonar®®.SIRA causado por COVID -19 es mas comUln en personas mayores con
alguna comorbilidad como hipertension, enfermedades cardiacas, enfermedades
cerebrovasculares, enfermedades metabdlicas y enfermedades pulmonares4.
Algunos estudios concluyen, que los hombres que desarrollaron COVID-19 grave la

mortalidad es mas alta que en las mujeres®. En la mujer embarazada puede causar
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consecuencias como aborto espontaneo, parto pretérmino, restriccion del
crecimiento intrauterino y 6bito. No hay evidencia cientifica de la transmision vertical
de SARS-CoV-2. En el recién nacido puede incrementar la susceptibilidad de la
infeccién viral debido a la inmadurez del sistema inmunol6gico®. En nifios se reporta
que las manifestaciones clinicas son leves y se piensa que pudiera haber algunas
caracteristicas en el sistema inmune que evita que sufran COVID-19 grave'’. En
inmunosuprimidos se ha observado que al retirar los fArmacos inmunosupresores el

paciente es capaz de montar una eficiente respuesta inmune?®.

SARS-COV-2 Y LA RESPUETA DE SUBPOBLACIONES
LINFOCITARIAS.

SARS-COV-2 causa una significativa disminucion en la produccién de linfocitos T
en sangre periférical®. La linfopenia puede ser causada por el ataque del virus al
sistema inmune o por exudacion de los linfocitos dentro del tejido pulmonar?-2L, La
poblacion linfocitaria de células T CD4*, células T CD8*, células B, células NK
pudieran proporcionar pronéstico para la enfermedad COVID-19 en casos graves
sugiriendo, que el conteo absoluto de células T CD4*y células T CD8*, pueden ser
biomarcadores valiosos en el pronéstico de la severidad y recuperacion de
pacientes con COVID-19%, mientras que estudios sugieren que el uso de plasma
de donadores convalecientes pueden tener grandes efectos en las cargas virales
de SARS-Cov-2 infectantes??,siendo actualmente el tratamiento mas especifico
ante la enfermedad, de este modo permitiendo la diminucion de reactantes de fase

aguda mediadas por citocinas como la interleucina 6 (IL-6), IL-1, Factor de necrosis
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tumoral a, e interleucina gama.?® Las anormalidades en laboratorios que se ha
observado son hipoalbuminemia, elevacion de proteina C reactiva y aumento de

lactato deshidrogenasa?.

PROTEINA C REACTIVA.

La proteina C reactiva en una proteina pentamérica que tienen funcién en la
opsonizacion de agentes infecciosos y células dafiadas, aunque su funcion exacta
in vivo no se conoce con exactitud. Los niveles en individuos sanos son
normalmente menos de 10 mg/L, pero en estado de enfermedad los niveles se
aumentan en las primeras 6 a 8 horas y pudiendo alcanzar valores que superan 30

veces su valor normal después de aproximadamente 48 horas?*.

Los niveles séricos de PCR mayores o iguales a 100 mg/L después de 4 dias de
estancia hospitalaria pueden ser predictivo de complicaciones. Por otra parte, la
falta de disminucién en un 50% o mas después de 4 dias de estancia se asocia con

un riesgo significativamente mas alto de mortalidad en 30 dias?®.

Los niveles de PCR entre 3 y 10 mg/L por varias semanas sin tener algin sintoma
se han traducido como modelos inflamatorios crénicos leves, recientemente se ha
propuesto como un marcador de aterogénesis y como un predictor para el desarrollo
de eventos cardiovasculares adversos a futuro, valores <1, 1 a 3 y >3mg/L se
consideran como grupos de bajo, moderado y alto riesgo para desarrollar eventos

coronarios agudos a futuro 26.
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CLASIFICACION DE LA ENFERMEDAD COVID-19

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) a clasificado a la enfermedad COVID-
19 de acuerdo a su gravedad como se especifica en el siguiente cuadro?’

GRAVEDAD COVID -19
(OMS)

CARACTERISTICAS

Enfermedad leve.

Paciente sintomatico que se ajusta a la definicién de
caso de COVID-19 pero no presenta heumonia virica
ni hipoxia.

Enfermedad Moderada

Neumonia

Con signos clinicos de neumonia (fiebre, tos, disnea,
taquipnea) pero sin signos de neumonia grave, en
particular SpO2 = 90% con aire ambiente

Enfermedad grave

Neumonia
grave

Con signos clinicos de neumonia (fiebre, tos, disnea,
taquipnea) méas alguno de los siguientes: frecuencia
respiratoria > 30 inspiraciones/min, dificultad
respiratoria grave o SpO2 < 90% con aire ambiente.

Enfermedad Critica

Sindrome de
dificultad
respiratoria
aguda.

Inicio: en la semana siguiente a una lesion clinica
conocida (neumonia) o aparicién de nuevos sintomas
respiratorios 0 empeoramiento de los existentes.
Radiologia toracica (radiografia, TC o ecografia
pulmonar): opacidades bilaterales que no se explican
totalmente por sobrecarga de volumen, colapso lobar
o pulmonar ni nédulos.

Origen de los infiltrados pulmonares: insuficiencia
respiratoria que no se explica totalmente por
insuficiencia cardiaca o sobrecarga de liquidos. Si no
hay factores de riesgo es necesaria una evaluacion
objetiva (por ejemplo, ecocardiografia) para descartar
una causa hidrostatica de los infiltrados o edema.
Oxigenacion deficiente en adultose

SDRA leve: 200 mm Hg < PaO2/FiO2a < 300 mm Hg
(con PEEP o CPAP =5 cm H20).

SDRA moderado: 100 mm Hg < PaO2/FiO2 < 200
mm Hg (con PEEP =5 cm H20).

SDRA grave: PaO2/FiO2 < 100 mm Hg (con PEEP =
5 cm H20).

Septicemia

Disfuncion orgénica aguda y potencialmente mortal
causada por una desregulacion de la respuesta del
huésped a una infeccién presunta o demostrada.
Signos de disfuncién orgéanica: alteracion del estado
mental, disnea o taquipnea, SpO2 baja, oliguria,
taquicardia, pulso débil, extremidades frias o
hipotension arterial, piel jaspeada, datos de
coagulopatia en las pruebas de laboratorio,
trombocitopenia, acidosis, hiperlactatemia o
hiperbilirrubinemia.

Choque
séptico

Lactato sérico > 2 mmol/l e hipotension persistente
que, pese a la reposicion de la volemia, necesita
vasopresores para mantener una TA media = 65 mm
Hg
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Es importante establecer la correlacion que existe entre proteina C reactiva con
respecto a las subpoblaciones linfocitarias de pacientes con la infeccion en fase
aguda y en convalecencia para poder utilizarlo como factor prondstico e intervenir

tempranamente en el manejo del paciente.
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JUSTIFICACION.

No esté claro porgue los niveles de linfocitos disminuyen en casos de COVID-19
grave y mucho menos se conoce cudl es el comportamiento de las subpoblaciones

linfocitarias en pacientes graves criticos y convalecientes.

Es importante conocer el comportamiento de dichas células durante y después de
la infeccion y la correlacién que existe entre proteina C reactiva, debido a que la
determinacién de dicha proteina es mucho mas asequible, rapida y facil de hacer
pudiendo inferir en una probable infeccién de SARS-COV-2 y el estado de gravedad
de la enfermedad, favoreciendo a una intervencién temprana en la deteccion de
casos graves; evitando mortalidad y en casos de pacientes convalecientes al estar
elevada esta proteina se identificaria un estado inflamatorio crénico a causa de este

virus.
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA.

COVID-19 es una nueva enfermedad que ha aquejado a nuestra comunidad en los
altimos meses, causando la muerte frecuentemente en adultos mayores y con
comorbilidades. Se ha descrito a nivel mundial que las concentraciones linfocitarias
disminuyen mientras aumentan las concentraciones de proteina C reactiva en casos
graves y criticos de COVID-19, sin embargo, en nuestra poblacibn mexicana
desconocemos cudl es el comportamiento de las subpoblaciones linfocitarias
durante y después de haber padecido dicha enfermedad; ademas, si las
concentraciones de proteina C reactiva disminuyen a sus niveles normales tras

eliminar el virus y que concentraciones se tienen durante la fase infectante.

22



PREGUNTA DE INVESTIGACION CIENTIFICA.

¢,Como se correlacionan las concentraciones de proteina C reactiva con las
concentraciones de subpoblaciones linfocitarias en pacientes graves, criticos y

convalecientes por COVID-19 en un centro de tercer nivel?

HIPOTESIS

Hipotesis alterna.

Las concentraciones de proteina C reactiva se relacionan inversamente y mayor al
60% con las concentraciones de las subpoblaciones de linfocitos en pacientes
graves-criticos y no hay relacion en convalecientes por COVID-19, en un centro de

tercer nivel.

Hipotesis nula.

Las concentraciones de Proteina C reactiva no se relacionan significativamente con
las concentraciones de subpoblaciones de linfocitos en pacientes graves y criticos

ni hay relacion con convalecientes por COVID-19, en un centro de tercer nivel
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OBJETIVO.

Correlacionar las concentraciones de proteina C reactiva con las concentraciones
de subpoblaciéon de linfocitos (B, T, NK y NKT) en pacientes graves, criticos y

convalecientes por COVID-19 en un centro de tercer nivel

MATERIAL Y METODOS

DISENO DE ESTUDIO:
Observacional, ambispectivo, transversal y analitico.

UBICACION ESPACIO-TEMPORAL
El estudio se realiz6 en el Laboratorio de Hematologia Especial del Hospital de

Especialidades “Dr, Antonio Fraga Mouret” del Centro Médico Nacional La Raza, y
se recabaron datos desde el mes de abril a noviembre de 2020 una vez que fue

aprobado por el comité de investigacion y ética de este hospital.

CARACTERISTICAS DE LA POBLACION ESTUDIADA

Poblacién hospitalizada con infeccion activa por COVID-19 graves y criticos con
concentraciones de proteina C reactiva (PCR) y con analisis de subpoblaciones

linfocitarias
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Poblacion convaleciente por COVID-19 leve o grave, trabajadores IMSS con
concentraciones de proteina C reactiva (PCR) y con andlisis de subpoblaciones

linfocitarias.

CRITERIOS DE SELECCION DE MUESTRA

Criterios de Inclusion:

GRUPO CON ENFERMEDAD ACTIVA DE COVID-19

e Paciente hospitalizado en terapia intensiva o medicina interna por COVID-19
con resultado positivo RT-gPCR SARS-CoV-2.

e Con concentraciones de subpoblaciones linfocitarias por citometria de flujo

e Que cont6é con medicion proteina C reactiva (PCR).

e Género: hombres y mujeres

e Edad: 18 0o mas.

GRUPO CONVALECIENTE POR COVID-19 TRABAJADORES IMSS

e Trabajador IMSS convaleciente por COVID-19 que haya sufrido infeccion
asintomatica leve o grave con RT-gPCR SARS-CoV-2 positivo y segunda
prueba negativa o presencia de anticuerpos positivos para SARS-CoV-2.

e Que cuente con determinacion de proteina C reactiva (PCR)

e Que cuente con andlisis de subpoblaciones linfocitarias por hematologia
especial.

e Género: hombres y mujeres

e Edad: 18 0 mas afos.
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Criterios no inclusion:

e Persona con enfermedades de tipo inmunoldgico

e Trasplantados.

e Uso de farmacos que modulan el sistema inmunitario

e Personas que en los ultimos 6 meses hayan sido vacunadas.
e Embarazo o lactancia

e Procesos neoplasicos.

e Menores de 18 afios.

Criterios de eliminacion:

e Paciente hospitalizado por probable COVID-19 con prueba de RT-PCR
SARS-CoV 2 negativa.

e Pacientes hospitalizados con SARS-CoV-2 que no cuenten con
determinacion de proteina C reactiva.

e Pacientes convalecientes por SARS-CoV-2 que no cuenten con
determinacién de proteina C reactiva.

e Muestras sanguineas con menos de menos de 2 mL de suero

e Muestras sanguineas en EDTA con menos de 2 mL

e Muestras coaguladas.

e Problemas en la identificacion de la muestra.
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CALCULO DEL TAMANO DE LA MUESTRA.

Para dicho estudio se contemplé como minimo la participacion de 19 personas

trabajadores IMSS convalecientes y 19 personas con COVID-19 grave o criticos Se

realizo el calculo con la formula de correlacion de dos variables numéricas.

Dénde:

zZ X +zf
1+r
1—r)

2in(

Donde:

Zo= 1.96 cuando se trabaja
con un intervalo de confianza
del 95%.

Zp= 0.842 con un 80 % de
confianza.

r=0.6 (60 % de correlacion)

Sustituyendo valores:

n =19

1.96 + 0.842
n=(———
1 /1706
50 (1502

n=(2.802/.69)? +3 =(4.043)2+3 =19
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DEFINICION DE LAS VARIABLES.

Variables independientes.

Variable

independiente

Paciente Convaleciente de COVID-19 leve

Persona que haya cumplido un mes después de la recuperacion

Definicion total de una infeccion confirmada por el virus SARS-CoV-2. o

conceptual gue cuente con anticuerpos IgG o IgM contra SARS-CoV-2
(FDA,2020,WHO0,2020)

Definicion Trabajador IMSS que haya contado en una primera instancia

operacional con prueba RT-PCR positiva (fase activa de la enfermedad sin

haber estado hospitalizado) y que 15 dias después presente

RT-PCR negativa 6 anticuerpos IgG o IgM contra SARS-CoV-2.

Variable

independiente

Positiva.
Tipo de Variable Cualitativa
Escala de mediciéon | Nominal

Paciente COVID-19 grave

Definicién

conceptual

Paciente con prueba RT- PCR positiva para SARS-CoV-2 con signos
clinicos de neumonia (fiebre, tos, disnea, taquipnea) méas alguno de
los siguientes: frecuencia respiratoria >30 inspiraciones/min, dificultad
respiratoria grave o SpO2 <90% con aire ambiente. (OMS 27 de Mayo

2020)
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Definicion Paciente con prueba RT-gPCR SARS-CoV-2 positiva
operacional hospitalizado en medicina interna. que no haya requerido

durante su estancia hospitalaria ventilacion mecéanica asistida.

Tipo de Variable Cualitativa.

Escala de medicion | Nominal.

Variable Paciente COVID-19 Critico

independiente

Paciente con prueba RT-PCR positiva para SARS-CoV-2 que
presente durante su estancia hospitalaria sindrome de dificultad
respiratoria aguda (SIRA leve: Pa02/Fi0O2<300 mmHg, SIRA
moderado: Pa02/Fi02<200, SIRA grave: Pa02/Fi02<100), 0

septicemia (alteracion del estado mental, disnea, taquipnea, oliguria,

Definicion
taquicardia, pulso débil, extremidades frias, hipotension arterial, datos

conceptual
de coagulopatia, trombocitopenia, acidosis, hiperlactatemia, o
hiperbilirrubinemia) o choque séptico ( Lactato sérico >2 mmol/l e
hipotension persistente que pese a la reposicion de la volemia,
necesita vasopresores para mantener una TA media = 65 mm Hg)
(OMS 27 de Mayo 2020)

Definicion Paciente con prueba RT-PCR positiva para SARS-CoV-2 que

operacional presente durante su estancia hospitalaria necesidad de ventilacion
mecénica asistida.

Tipo de Variable Cualitativa.

Escala de medicion | Nominal.
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Variables dependientes.

Variable Linfocito B (CD19%)

Dependiente

Célula derivada de la médula 6sea o del equivalente de la bolsa
de Fabricio, que expresan inmunoglobulinas de superficie
Definicion (receptores de antigenos de los linfocitos B) y secretan
conceptual anticuerpos especificos tras la interaccion con el antigeno.

(Principios de medicina interna, Harrison 202 edicion)

Célula linfoide madura que expresa en su superficie antigeno
Definicion CD-19* y que son identificados a través de un anticuerpo
operacional monoclonal unido a un fluorocromo CD-19-FITC (Fluoresceina).
Medida la reaccion por inmunocitofluorometria detectado a 520

nanometros (nm)

Tipo de Variable Cuantitativa

Escala de medicion | Células por microlitro (cel/pL)

Variable Linfocito T cooperador (CD3*/CD4%)

Dependiente

Subgrupo de linfocitos T que participa en la inmunidad de
Definicion adaptacion y ayuda a los linfocitos B a producir anticuerpos.

conceptual (Principios de medicina interna, Harrison 202 edicion)
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Definicion Célula linfoide madura que expresa en su superficie antigeno
operacional CD-3* como marcador comun de linfocitos de estirpe T presenta
ademas antigeno CD4*, la primera proteina mencionada es
identificada con el anticuerpo monoclonal CD3*- PerCP
(Peridinina- clorofila proteina) cuya emision es detectada a 678
nm mediante inmunocitofluorometria. El anticuerpo monoclonal

CD4*- APCHY7 (Aloficocianina) detectado a 785 nm.

Tipo de Variable Cuantitativa

Escala de medicién | Células por microlitro (cel/uL)

Variable Linfocito T citotéxico (CD3*/CD8*)

Dependiente

Subgrupo de linfocitos T citotéxico que destruye células
Definicion tumorales o infectadas con patégenos intracelulares.(Principios

conceptual de medicina interna, Harrison 202 edicion)

Célula linfoide madura que expresa en su superficie antigeno
Definicion CD-3* como marcador comun de linfocitos de estirpe T presenta
operacional ademas antigeno CD8*, la primera proteina mencionada es
identificada con el anticuerpo monoclonal CD3*- PerCP
(Peridinina- clorofila proteina) cuya emisién es detectada a 678
nm mediante inmunocitofluorometria. El anticuerpo monoclonal

CD8*- APC (Aloficocianina) detectado a 660 nm.

Tipo de Variable Cuantitativa

31



Escala de medicién | Células por microlitro (cel/uL)

Variable Linfocitos citoliticos naturales (NK, natural killer)

Dependiente (CD3/CD16* CD56%).

Linfocitos granulosos grandes que destruyen las células sobre
las que actuan. y que expresan pocas 0 no expresan moléculas
Definicion de antigeno leucocito humano (HLA, human leukocyte antigen)
conceptual clase I, como las células con transformacién maligna y las
infectadas por virus. Los linfocitos citoliticos naturales expresan
receptores que inhiben la funcion de los linfocitos citoliticos
cuando éste presente el Complejo Mayor de
Histocompatibilidad (MHC) clase | propio(Principios de interna,

Harrison 202 edicion)

Célula linfoide madura que se caracteriza por contar con
Definicion proteinas de superficie CD 56*y CD16"* y por la ausencia de
operacional CD3 vy el receptor T (TCR)

Para su identificacion se utiliza el anticuerpo monoclonal
CD16+CD56- PE (Ficoeritrina) que es detectado mediante

inmunocitofluorometria a 578 nm.

Tipo de Variable Cuantitativa

Escala de medicién | Células por microlitro (cel/uL)
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Variable

Dependiente

Células NKT clasica o de tipo | también llamada como
Célula Asesina Natural invariante

(CD3*/CD16* CD56%).

Linfocitos innatos que usan una cadena invariable del receptor
de linfocitos T (TCR, T cell receptor) a combinada con un
conjunto limitado de TCR-B y expresan al mismo tiempo

receptores que suelen encontrarse solo en las células NK. Las

Definicion NKT reconocen antigenos lipidicos de agentes infecciosos
conceptual bacterianos, virales, micéticos y protozoarios.
Se han definido como linfocitos T con caracteristicas Unicas,
desde su seleccién y diferenciacion en el Timo hasta su
respuesta a estimulos especificos.
(Principios de interna, Harrison 202 edicion)
Célula linfoide que se caracteriza por el fenotipo CD3*/CD16*
Definicion CD56".
operacional Para su identificacion se utiliza el anticuerpo monoclonal

CD16+CD56- PE (Ficoeritrina) que es detectado a 578 nm al
igual que CD3*-PerCP (Peridinina- clorofila proteina) cuya
emision es detectada a 678 nm mediante

inmunocitofluorometria.

Tipo de Variable

Cuantitativa

Escala de medicién

Células por microlitro (cel/uL)
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Variable Proteina C reactiva (PCR)

dependiente.

Es una pentraxina corta, sintetizada en el higado, codificada en
Definicion el cromosoma 1, su papel fundamental es defensivo tanto en su
conceptual interaccién con microorganismos y favoreciendo la eliminacién

de células apoptéticas o necroticas, es una proteina de fase

aguda
Definicion Proteina de fase aguda que se encuentre mayor a 4 mg/L.
operacional
Tipo de Variable Cuantitativa

Escala de mediciéon | mg/L

Variables demoaqréaficas.

Variable Sexo

demografica

Caracteristicas fisiolégicas y sexuales con las que
nacen mujeres y hombres. Caracteristicas fenotipicas del individuo

Definicion

conceptual

Definicion Hombre o Mujer
operacional

Tipo de Variable Cualitativa

Escala de mediciéon | Nominal, dicotémica.
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FORMA DE MUESTREQO.

La muestra de la poblacion fue de tipo no probabilistico muestreo deliberado critico

0 por juicio.

DESCRIPCION GENERAL DEL ESTUDIO.

El estudio se realizd en instalaciones del Hospital de Especialidades “Dr, Antonio
Fraga Mouret” del Centro Médico Nacional La Raza del CMN del IMSS, la tesista
médico residente de Patologia Clinica bajo la colaboracién, supervision y apoyo de

los asesores comentados previamente.

Se inicid seleccionando pacientes hospitalizados que se encuentren en el piso de
medicina interna o en terapia intensiva con diagndéstico de COVID-19 y que su
meédico tratante le solicitdé citometria hematica, una vez procesada la muestra, la
sangre residual fue tomada para la realizacién de subpoblaciones linfocitarias y se
busco en el sistema informatico de laboratorio central de Especialidades el resultado

proteina C reactiva si es que fue requerido.

En el caso de la recolecciébn de muestras sanguineas de pacientes trabajadores
IMSS convalecientes por COVID-19 se contact6 con ellos para invitar al protocolo y
se agendd cita para obtencion de muestras sanguineas, realizacion de
subpoblaciones linfocitarias y determinacion de proteina C reactiva, previo
consentimiento informado se recolectd sangre en tubos con aditivo EDTA (acido
etilendiaminotetraacético por sus siglas en inglés) con muestra minima de llenado

2 ml (2 terceras partes del tubo) y un tubo seco con 4 mL para la realizacion de
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proteina C reactiva. Se analiz6 la sangre total en el laboratorio de hematologia
especial donde se determind las subpoblaciones linfocitarias y las muestras
recolectadas en el tubo seco se llevo a laboratorio de reumatologia para la
determinacion de PCR en pacientes convalecientes. (Se hace referencia del método
por citometria de flujo para la cuantificaciébn de subpoblaciones linfocitarias y para

la determinacion de proteina C reactiva en el apartado de anexos)

Posterior a tener los resultados por citometria de flujo de las subpoblaciones
linfocitarias y de recabd las concentraciones de proteina C reactiva de ambos
grupos y se procedié a hacer el analisis de resultados. Previa autorizacion del

proyecto de investigacion por el Comité Local de Investigacion, CLIEIS.
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FLUJOGRAMA DE TRABAJO

Busqueda a través del
sistema “s.1.0C” de
pacientes hospitalizados en
medicina interna y de en
unidad de cuidados
intensivos

Recabar muestras

residuales de
sangre total de
pacientes

hospitalizados.

Recabar resultado de
citometria hematica y
resultado de PCR de
pacientes
hospitalizados.

Dominguez

Busqueda e invitacidn de
pacientes  convalecientes
por parte de la doctora
Maria del Pilar Cruz

Agendar cita de pacientes
convalecientes, toma de muestra
de sangre total y suero para la
determinacién de
subpoblaciones linfocitarias vy
determinacién de PCR, previo
consentimiento informado

El suero de
convalecientes
llevarlo al laboratorio
de reumatologia para
el proceso de PCR

Llevar muestra de sangre
total al laboratorio de
hematologia especial
donde se llevara a cabo el
analisis por citometria de
flujo de subpoblaciones
linfocitarias por parte de
la doctora Laura Arcelia
Montiel Cervantes

Recabar resultados
de ambos grupos

Analisis de resultados
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RECURSOS

Recursos humanos.

Responsable del proyecto: D en C. Laura Arcelia Montiel Cervantes. Realiz6 toma
de muestra y cuantificacion de subpoblaciones linfocitarias por citometria de flujo.
Dra. Maria del Pilar Cruz Dominguez reclutamiento de pacientes convalecientes.
Dra. Laura LOpez Pelcastre. Autorizacion y proveedora de insumos.

Residente de Patologia Clinica Dra. Leandra Leonor Méndez Gonzalez.
Recoleccion de muestras, realizacién de técnica de citometria de flujo, busqueda de

resultados de PCR en el sistema de laboratorio del hospital y analisis de resultados.

Recursos materiales

Computadora y hoja de captura de datos.

Clitometro de flujo marca Becton Dickinson modelo FACSCanto Il,.con programa
FACSDiva v8.1.1

Instrumento Immage 800 Inmunochemistry System de Beckman Coulter para la

determinacién de proteina C reactiva ultrasesible.

Insumos necesarios para la inmunofenotipificacion y realizacion de Proteina C

reactiva para convalecientes.

Recursos financieros.

El costo de la investigacion fue absorbido por la institucién hospitalaria, ya que esta

cuenta con los recursos humanos, fisicos y materiales para llevarla a cabo.
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METODO ESTADISTICO.

Se realiz6 medidas de tendencia central mediana y de dispersion en percentiles (25-
75%) de las concentraciones determinadas de proteina C reactiva y de las
subpoblaciones linfocitarias (B, T, NK y NKT) graves, criticos y convalecientes por
COVID-19.

Se correlaciond los valores de las medianas de los niveles de linfocitos B, T, NK,
NKT con respecto a la concentracion de proteina C reactiva de pacientes graves,
criticos y convalecientes de COVID-19 Se utilizé la prueba de correlacion de

Spearman.

Para el andlisis estadistico de los resultados se utilizé el programa SPSS version 21

considerando una P<0.05 como significativo.
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CONSIDERACIONES ETICAS.

FACULTAD Y ASPECTOS ETICOS

El presente estudio se fundamenta en la experiencia previa realizada a nivel
mundial. Se contempla de acuerdo a los lineamientos éticos de la declaracion de
Helsinki de la Asociacion Médica Mundial, adoptada por la 182 Asamblea Médica
Mundial Helsinki, Finlandia, Junio 1964 y enmendada por la 292 Asamblea Médica
Mundial Tokio, Japén, Octubre de 1975. 352 Asamblea Médica Mundial Venecia,
Italia, Octubre de 1983. 412 Asamblea Médica Mundial Hong Kong, Septiembre
1989, 482 Asamblea General Somerset West, Sudafrica, Octubre 1996 y la 522
Asamblea General Edimburgo, Escocia, Octubre 2000. Nota de Clarificacion del
Parrafo 29, agregada por la Asamblea General de la AMM, Washington 2002. Nota
de Clarificacion del Parrafo 30, agregada por la 592 Asamblea General de la AMM,
Seul Corea 2008, 642 Asamblea General, Fortaleza, Brasil, Octubre 2013 y a lo
establecido en el Reglamento de la Ley General de Salud mexicana en materia de
investigacion para la salud.

v' Una vez aprobada la investigacion por el comité de Ensefianza e
Investigacion y Bioética del Hospital de Especialidades “Dr. Antonio Fraga
Mouret” del Centro Médico Nacional “La Raza”, se procedera.

v El estudio sera realizado por profesionales de la salud, con conocimiento y
experiencia para cuidar la integridad del paciente bajo la responsabilidad de
una Institucién que cuenta con los recursos humanos y materiales necesarios
para que garanticen su bienestar. Prevaleciendo siempre el criterio de

respeto a la dignidad y proteccién de sus derechos.
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ANALISIS DE RESULTADOS

ANALISIS DE DATOS.

POBLACION ESTUDIADA.

Se estudiaron 145 personas infectadas por SARS-CoV-2 todos contaron con RT-
PCR positiva, de esta poblacion estudiada 51 pacientes fallecieron y 94 personas
sobrevivieron. La edad promedio de la poblacién estudiada fue de 54 afos.

POBLACION ESTUDIADA INFECTADA POR SARS-COV-2

W FALLECIDAS

B SUPERVIVIENTES

De las 145 personas infectadas por SARS-COV-2. 51 pacientes fueron mujeres y
94 fueron hombres, siendo los hombres los mas afectados en un 65 %.

POBLACION AFECTADA POR SARS-COV-2 SEGUN
EL SEXO.

Ndamero de personas afectadas

HOMBRES MUJERES
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De las 51 personas fallecidas, 37 fueron hombres (73 %), mientras que el 27%
correspondieron a 14 mujeres, con una edad promedio de 60.7 y 64.5 afos
respectivamente. Todas las personas fallecidas cursaron con la enfermedad de
COVID-19 critico, permaneciendo intubadas, con una estancia hospitalaria
promedio de 20 dias. Este grupo de personas contaba en promedio con una edad
de 61.8 afios. Siendo el sexo masculino en los que se registr6 mayor numero de
fallecimientos.

POBLACION FALLECIDA

B MUJERES
B HOMBRES

De las 94 personas que sobrevivieron a la infeccién, 57 fueron hombres y 37
mujeres, con una edad promedio de 49.9 afios; 40 estos no necesitaron ingreso a
hospitalizacion cursando con una infeccion leve y moderada siendo nuestro grupo
de personas convalecientes, 54 personas requirieron estancia hospitalaria
permaneciendo en promedio 14.66 dias.

POBLACION SUPERVIVIENTE

m MUJERES
m HOMBRES

57,61%
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SUPERVIVIENTES

B HOMBRES M MUIJERES

Namro de personas estudiadas

20 20
11
I 6

COVID-19 CRITICOS COVID-19 GRAVES CONVALECIENTES

De la poblacion superviviente 17 personas cursaron con COVID-19 Critico (11
hombres y 6 mujeres) con una estancia hospitalaria en promedio de 23 dias, con
una edad promedio 49.8 afios.

EDAD PROMEDIO DEPENDIENDO LA
CLASIFICACION DE COVID-19.

61.8
>33 49.8
46.8 I I

COVID-19 LEVE - COVID-19 GRAVE ~ COVID-19 CRITICOS  COVID-19 CRITICOS
MODERADO SUPERVIVIENTES FALLECIDOS

Afos

37 personas sufrieron COVID -19 Grave, este grupo present6 datos de neumonia,
sin embargo, no requirieron ayuda ventilatoria mecénica, con una edad promedio
de 53.3 afios y con una estancia promedio de 10.8 dias. Contando en este grupo 26
hombres y 11 mujeres.

40 personas con enfermedad COVID-19 leve y moderado fueron seleccionadas, las
cuales no requirieron hospitalizacién. 20 hombres y 20 mujeres con una edad
promedio de 46.8 afios.
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CLASIFICACION DE COVID-19 CON RESPECTO AL

SEXO
37
§ 26
% 20 20
= 14
= 11 11
£ 6
Z P B
COVID-19LEVE-  COVID-19GRAVE  COVID-19 CRITICOS COVID-19 CRITICOS
MODERADO SUPERVIVIENTES FALLECIDOS
m HOMBRES = MUJERES
EDAD PROMEDIO DE LA POBLACION
ESTUDIADA AFECTADA POR SARS-CoV-2 CON
RESPECTO AL SEXO
58.2 60.7 4>

05 22 >t a7 >
g
<

CONVALECIENTES COVID-19 GRAVE ~ COVID-19 CRITICOS COVID-19 CRITICOS
COVID-19 LEVE SUPERVIVIENTES FALLECIDOS

B HOMBRES m MUJERES

En la grafica superior se observa que las personas que sufrieron COVID-19 critico
presentan mayor edad con respecto a las personas que sufrieron COVID-19 leve a
moderado.
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DIAS DE ESTANCIA HOSPITALARIA PROMEDIO
CON RESPECTO AL SEXO.

24.2
22.4 20.6 21
13.1
] l

COVID-19 CRITICOS COVID -19 CRITICOS COVID-19 GRAVES
SUPERVIVIENTES FALLECIDOS

Dias de estancia hospitalaria

mHOMBRES m MUJERES

Igualmente, en esta grafica se observa que los pacientes con COVID-19 grave
permanecen menos dias en hospitalizacion con respecto a los pacientes con
COVID-19 criticos que sobrevivieron, en general las mujeres permanecen mas dias
hospitalizadas con respecto a los hombres.

DIAS DE ESTANCIA HOSPITALARIA SEGUN LA
CLASIFICACION DE COVID-19

23.0
20.0
I ]

COVID-19 CRITICOS COVID -19 CRITICOS COVID-19 GRAVES
SUPERVIVIENTES FALLECIDOS

Dias de estanciaa hospitalaria

Las personas que tuvieron un desenlace fatal permanecieron mas dias
hospitalizadas que las personas que sobrevivieron.
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DIAS DE ESTANCIA HOSPITALARIA SEGUN EL

DESENLACE
20.0
14.7
wv
R
| l
SUPERVIVIENTES FALLECIDOS

Al clasificar a los pacientes que estuvieron hospitalizados encontramos que de los
145 pacientes infectados con SARS-CoV-2. 65 pacientes requirieron ventilacion
mecanica invasiva y 40 pacientes no se intubaron.

PACIENTES HOSPITALIZADOS Y SU MANEJO DE

LA VIA AEREA.
65
wv
[+8]
z
S
2 40
m
o
(8]
=
o
@
£
3
=
Pacientes intubados Pacientes no intubados

De acuerdo al manejo de la via aérea se observa en la grafica de abajo que el sexo
masculino es el mas afectado en los pacientes hospitalizados. 45 hombres
requirieron ventilacion mecanicay 29 no; mientras que las mujeres intubadas fueron
20 y 11 no requirieron ser intubadas.
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DISTRIBUCION DE LOS PACIENTES
HOSPITALIZADOS CON RESPECTO A SU SEXO.

45
29
20
. ll

INTUBADOS NO INTUBADOS

Numero de Pacientes

B HOMBRES ™ MUJERES

PORCENTAIJE SEGUN EL SEXO CON AYUDA
MECANICA VENTILATORIA

= HOMBRES = MUJERES

De los 45 hombres intubados 34 de ellos fallecieron y 11 fueron supervivientes.
Mientras que de las 20 mujeres intubadas 14 fallecieron y 6 sobrevivieron

Las personas que no se intubaron durante el periodo de estudio fueron de 40
correspondiendo a 29 hombres y 11 mujeres; de los 29 hombres no intubados 26
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sobrevivieron y 3 fallecieron mientras que todas las mujeres no intubadas

sobrevivieron.

34

14

3
|

Nuamero de personas estudiadas

FALLECIDOS

HOMBRES MUJERES FALLECIDAS

PERSONAS INTUBADAS

DISTRIBUCION DEL DESENLACE SEGUN EL SEXO Y
EL MANEJO DE LA VIA AEREA.

26

11

: l
HOMBRES MUJERES

SUPERVIVIENTES SUPERVIVIENTES

B PERSONAS NO INTUBADAS

ANALISIS DE DATOS DE PROTEINA C REACTIVA (PCR)

CONCENTRACIONES DE PCR EN PACIENTES CON COVID-19 GRAVE

Se observa en los hospitalizados con COVID-19 grave una disminucion de las
concentraciones de proteina C reactiva a medida que trascurren los dias de
hospitalizacion, debemos recordar que este grupo de pacientes no necesité ayuda

mecanica ventilatoria.

En la tabla se ordenaron los dias de estancia hospitalaria en intervalos de 3 dias
cada uno quedando organizados de la siguiente manera.

INTERVALO DE
DIAS DE ESTANCIA
HOSPITALARIA

DIAS DE ESTANCIA
HOSPITALARIA

0-3

4-7

8-11

12-15

16-19

OO IWIN|F

20-23
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De las concentraciones de PCR la minima observada fue en el paciente 36 (P36)
con 1.09 mg/L en su octavo dia de hospitalizacién, en total el paciente permanecio
9 dias hospitalizado con 112 mg/L de PCR en su primer dia.

Mientras que el valor m4s elevado de PCR fue en el paciente 6 (P6) con 286 mg/L
en su segundo dia de hospitalizacién, permaneciendo en total 10 dias sin ayuda de
ventilacion mecanica asistida, observandose en su pendltimo dia de estancia 10.5
mg/L.

También se observa que los pacientes que se encuentran en el intervalo de 4
correspondiente a los dias 12-15 de hospitalizacion las concentraciones de PCR se
encuentran por arriba de 7.78 mg/L estos pacientes coinciden con haber contado
con las concentraciones més altas de proteina C reactiva en los primeros dias de
hospitalizacion.

CONCENTRACIONES DE PROTEINA C REACTIVA EN PACIENTES P2
CON COVID-19 GRAVE ORDENADOS POR INTERVALOS DE DIAS. P4
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En la grafica abajo se representan las concentraciones de PCR de acuerdo a sus
dias de hospitalizacion

—e—rP1
CONCENTRACIONES DE PROTEINA C REACTIVA EN PACIENTES ——pP2

CON COVID-19 GRAVE CON RESPECTO A LOS DIAS DE ESTANCIA i
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Dia de hospitalizacién P30

Ordenando los datos de acuerdo a la concentracion de PCR y los intervalos de dias
de estancia hospitalaria se aprecia que la mayoria de pacientes con COVID-19
grave presentan concentraciones por debajo de 150 mg/L. Se obtuvieron 32 datos
de PCR determinados entre los dias 0 y 3 de estancia hospitalaria con una media
de 99.29mg/L

CONCENTRACION DE PCR DE 0A 3 DIAS DE
ESTANCIA HOSPITALARIA.

350
300
250
200
150
100

50

Concentracion de PCR (mg/L)

(=]
CUD-GNED-00------0-00

0 1 2

Intervalo 1
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Mientras para pacientes con 4 a 7 dias de estancia hospitalaria la mayoria de las
concentraciones de PCR oscilaron por debajo de 20 mg/L con una media de 40.61
mg/L se realizaron 17 determinaciones en este intervalo de dias.

CONCENTRACION DE PCR DE 4 A 7 DIAS DE
ESTANCIA HOSPITALARIA.

160

140

120
100
80
60
40

Concentracion de PCR (mg/L)

20

-...'........'...........

0 2 4
Intervalo 2

18 pacientes se les determiné PCR entre el dia 8 y 11 de estancia hospitalaria con
una media de 20.92 mg/L

CONCENTRACION DE PCR DE 8 A 11 DIAS DE
ESTANCIA HOSPITALARIA.

140

120 ®

100
80
60

40

Concentracion de PCR (mg/L)

®
20

, i

0 1 2 3 4 5 6
Intervalo 3

6 pacientes se les determiné por parte de sus médicos tratantes PCR con una media
de 38.01 mg/L se redujo el nimero de pacientes con mas determinaciones al
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aumentar sus dias de estancia hospitalaria debido a que todos estos pacientes
fueros supervivientes y dados de alta en promedio alrededor 10.8 dias

CONCENTRACION DE PCR DE 12 A 15 DIAS DE
ESTANCIA HOSPITALARIA

120

3 100 2
E
& 80
o
=
= 60
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€ 40
c [ ]
bt
s 20 L
(]
$
0
0 1 2 3 4 5 6 7 8
Intervalo 4

Unicamente se cuenta con una determinacion de PCR en un paciente entre 16 y 19
dias y otra determinacion para los 20 a 23 dias. Se muestra la distribucién de las
concentraciones de PCR con respecto a sus dias de estancia hospitalaria.

CONCENTRACIONES DE PCR EN PACIENTES CON
COVID-19 GRAVE CON RESPECTO A SUS DIAS DE
ESTANCIA HOSPITALARIA. =043 dias
= 380 o
? %38 : A 4a7dias
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S % A % e ®16a19dis
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——r2

COMPORTAMIENTO DE PROTEINA C REACTIVA EN PACIENTES —e—pt
CON COVID-19 GRAVE HOMBRES EN EL TRANSCURSO DE SU ESTANCIA  _—o—r¢
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Se observa en las graficas siguientes la distribucién de las concentraciones de PCR
con respecto a su estancia hospitalaria en hombres y mujeres respectivamente, al
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obtener las medias de ambos grupos se aprecia que la concentracion PCR en
hombres es mayor con respecto a mujeres en entre los dias entre los dias 0 a 7 sin

embargo entre los dias 8 al 15 la situacion se invierte siendo las concentraciones
de PCR mayores en mujeres.

o

®20a 23 dias

INTERVALO DIAS DE CONCENTRACIONES | CONCENTRACIONES
DE DIAS DE ESTANCIA PROMEDIO DE PCR | PROMEDIO DE PCR
ESTANCIA HOSPITALARIA EN HOMBRES EN MUJERES
HOSPITALARIA mg/L mg/L
1 0-3 108.12 90.32
2 4-7 42.10 37.02
3 8-11 11.25 46.04
4 12-15 23.46 52.56
CONCENTRACION DE PCR EN HOMBRES DURANTE
SU ESTANCIA HOSPITALARIA.
350
E 300 s
& 250 et
E 200 ®0a3dias
‘é 150 L ° ® 4 a7 dias
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CONCENTRACION DE PCR EN MUJERES DURANTE
SU ESTANCIA HOSPITALARIA.
350
% 300
E
5 250 ®0a3dias
E 200 4 a7 dias
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CONCENTRACIONES DE PCR EN PACIENTES CON COVID-19 CRITICO

Este grupo de pacientes todos necesitaron la ayuda de ventilacion mecéanica
asistida.

Del grupo de pacientes fallecidos por COVID-19 criticos la concentracion de PCR
maxima fue de 496 mg/L cuantificada en su 21 dia de hospitalizacion. (Paciente 34).
y la concentracion minima observada en este grupo fue de 1.7 mg/L (Paciente 29)
en su 12 dia de hospitalizacion.

Los pacientes supervivientes con COVID-19 critico la concentracibn minima
observada fue del paciente 22 con 2.77 mg/L en su décimo dia de hospitalizacion
dado de alta en el dia 17; la concentracion méxima fue del paciente 20 en su primer
dia de hospitalizacién con 280.3 mg/L con una estancia hospitalaria de 6 dias.

Se graficaron todos los valores de PCR de cada paciente con respecto a su dia de
hospitalizacion y se obtuvo el siguiente grafico donde se observa que la mayoria de
los pacientes mantuvieron concentraciones elevadas de proteina C reactiva.

CONCENTRACIONES DE PCR EN PACIENTES CON COVID-19 CRITICOS —e—p1
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Se marcaron con linea roja los pacientes fallecidos con COVID-19 criticos y con
lineas negras los pacientes supervivientes, se observa claramente que los
pacientes fallecidos mantuvieron concentraciones de proteina C reactiva mucho
mayores que los pacientes con COVID-19 criticos supervivientes.

55

P2
P4
——r6
—e—rg
—e—r10
——P12
P14
P16
P18
—e—P20
P22
—e—pP2
P26
P28
P30
——r32
—e—p34
—e—r36
P38
P40
P42
—e—pas
]
—e—pag
P50
P52
P54
PS6
P58
—e—P60
—e—r62
—e—P6t



CONCENTRACIONES DE PCR EN PACIENTES CON COVID-19 CRITICOS FALLECIDOS ¥ SUPERVIVIENTES

o1 —e—m

bt

-----

2 SR8

PR

AS

N A

.“} N Vet
NS

b NS Y
DEXAY

FEEERREEEERER R

LlEBRFrENERESESERRY

SR PR RERE 444!

Igualmente se ordenaron los datos con respecto a intervalos de dias de
hospitalizacion quedado organizados de la siguiente manera.

INTERVALO DE DIAS DE ESTANCIA
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HOSPITALARIA
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Obteniendo la siguiente gréfica.

CONCENTRACIONES DE PCR EN PACIENTES CON COVID-19 CRITICOS CON RESPECTO A INTERVALOS DE DIAS. b5

Concentraciones de PCR mg/L

Intervalos de dias —8—P65

Se marcé también en linea roja los pacientes fallecidos y con linea negra los

supervivientes se ordenaron los resultados de PCR por intervalos de dias.

CONCENTRACIONES DE PCR EN PACIENTES CON COVID-19 CRITICOS CON RESPECTO A INTERVALOS DE DIAS

B
£
E
H

Los siguientes dos graficos muestran Gnicamente los pacientes fallecidos; en uno

se organizé por dias de estancia y en el otro por intervalos de dias hospitalarios.
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CONCENTRACIONES DE PCR EN PACIENTES CON COVID-19 CRITICOS FALLECIDOS
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El mismo procedimiento se realiz6 con pacientes supervivientes con COVID-19
Criticos.
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Se observa que las concentraciones de PCR en los pacientes supervivientes
intubados disminuyen conforme transcurren los dias, sin embargo, se aprecia
posteriormente un incremento entre los dias 8 al 23 de hospitalizacion para
finalmente descender. Es importante mencionar que las concentraciones de
pacientes supervivientes con COVID -19 critico no rebasé los 300 mg/L, como en
los pacientes fallecidos.

CONCENTRACIONES DE PCR EN PACIENTES SUPERVIVIENTES COVID-19 CRITICO CON RESPECTO A
INTERVALOS DE DIAS.
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Se organizaron los resultados de proteina C reactiva de acuerdo a los dias en donde
se determind el analito por ejemplo en el dia 0 de hospitalizacién solamente se le
determiné el analito a 5 pacientes, cada paciente se marca con un punto en este
caso de color azul; en el dia uno de hospitalizacién se analizé a 13 pacientes
marcado cada uno con color naranja.

CONCENTRACIONES DE PCR EN PACIENTES COVID-19 CRITICOS.
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Se muestra nuevamente en los siguientes graficos que las concentraciones en
pacientes fallecidos intubados son mucho mayores con respecto a los pacientes
supervivientes intubados.
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CONCENTRACIONES DE PCR EN PACIENTES CONVALECIENTES CON
COVID-19 LEVE.

Este grupo conto con 40 personas, las cuales fueron 20 mujeres y 20 hombres con
edad promedio de 49 afios y 44 afos respectivamente. Todos ellos contaron con
COVID-19 leve y no necesitaron atencion medica intrahospitalaria. Se obtuvo
muestra para determinar subpoblaciones linfocitarias y su concentracion de proteina
C reactiva en suero; en promedio la determinacion de dichos parametros fue a los
49.9 dias posterior a sufrir los sintomas de COVID-19 en el caso de los hombres y
44.5 dias en las mujeres. Las concentraciones promedio de Proteina C reactiva fue
de 2.3 mg/L en hombres y 3.7 en mujeres.

CONCENTRACIONES DE PCR EN CADA PACIENTE

CONVALECIENTE POR COVID-19 LEVE
14

12
10

e 0 L [ ]
e @ ® o 8 0 o0 © o

concentracion de PCR mg/L

(o B N L N - I
L

01 2 3 4 5 6 7 8 9 1011 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21

Numero de identificacion del paciente
® HOMBRES CONVALECIENTES MUJERES CONVALECIENTES

Se ordenaron los datos de las concentraciones de PCR obtenidas en los diferentes
dias de hospitalizacion tanto de pacientes con COVID-19 criticos y graves
clasificandolos por intervalos de dias obteniendo las de las siguientes tablas:
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PROMEDIO POR INTERVALOS DE DIAS DE PCR (mg/L) EN PACIENTES CON
COVID-19 CRITICOS FALLECIDOS

Intervalo de Dias Promedio | Promedio | Promedio | Promedio Promedio del intervalo de
dias comprendidos 1 2 3 4 dias.
1 Oa3 168.8 240.9 205.3 209.9 206.2
2 4 a7 149.3 103.6 122.2 78.0 113.3
3 8all 79.9 71.3 62.7 163.6 94.4
4 12a 15 101.7 152.0 107.9 64.2 106.4
5 16-19 127.8 175.5 106.8 101.3 127.8
6 20-23 269.7 147.0 78.8 139.8 158.8
I 24-27 139.4 158.9 94.8 218.5 152.9
8 28-31 131.3 116.0 204.0 150.4
9 32-35 148.0 116.6 253.5 172.7
10 36-39 176.0 190.0 183.0
11 40-43 385.0 177.0 239.0 76.3 219.3
12 44-47 66.2 97.0 81.6
[PROWEDIO | 1472 |

PROMEDIO POR INTERVALOS DE DIAS DE PCR (mg/L) EN PACIENTES CON
COVID-19 CRITICOS SUPERVIVIENTES

Promedio
del intervalo
Dias Promedio |Promedio |[Promedio| Promedio de dias
Intervalo de dia |comprendidos| mg/L mg/L mg/L mg/L mg/L.
1 0a3 34.3 115.5 69 100.6 79.8
2 4 a7 127.1 9.3 8.9 51.9 49.3
3 8all 63.3 15.9 59.4 35.7 43.6
4 12a15 48.1 128.5 142.0 161.3 120.0
5 16-19 137.2 83.5 216.0 124.2 140.2
6 20-23 41.0 93.9 21.1 52.0
7 24-27 45.2 123 44.0 70.7
8 28-31 60.1 60.1
9 32-35 35 35.0
10 36-39 107.5 62.9 85.2
11 40-43 71.7 71.7
12 44-47 23.9 23.9
13 48-51 28.9 28.9
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PROMEDIO POR INTERVALOS DE DIAS DE PCR (mg/L) EN PACIENTES CON

COVID-19 GRAVES.
INTERVALO DE DIAS DE CONCENTRACIONES | CONCENTRACIONES | PROMEDIO
DIAS DE ESTANCIA PROMEDIO DE PCR | PROMEDIO DE PCR
ESTANCIA HOSPITALARIA EN HOMBRES EN MUJERES
HOSPITALARIA mg/L mg/L
1 0-3 108.12 90.32 99.2
2 4 ar 42.1 37.02 39.6
3 8all 11.25 46.04 28.6
4 12a15 23.46 52.56 38.0

PROMEDIO DE PCR (mg/L) EN PACIENTES CONVALECIENTES CON COVID-
19 LEVE.

HOMBRES
MUJERES
PROMEDIO

2.3 mg/L
3.7 mg/L
3.0 mg/L

En la gréafica se representa las concentraciones promedio de proteina C reactiva de
los grupos estudiados, en el grupo de los pacientes criticos se marca la diferencia
de concentraciones que existen en los pacientes con COVID-19 criticos fallecidos
(barra amarilla).

CONCENTRACIONES PROMEDIO DE PROTEINA C
REACTIVA EN PACIENTES CON COVID-19

160 147.2

140
120
100
80 66.2
60 51.4
40
20 5
O I

COVID-19 CRITICOS COVID-19CRITICOS COVID-19 GRAVES CONVALECIENTES
FALLECIDOS SUPERVIVIENTES COVID-19 LEVE

Concentraciones de PCR mg/L

Grupos de estudio.
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Comparando las tres poblaciones estudiadas se puede observar claramente que el
mayor incremento de proteina C reactiva en los pacientes intubados mientras que
el grupo de pacientes graves hay aumento de esta proteina sin embargo los
pacientes convalecientes por COVID-19 leve regresan a sus niveles normales.

CONCENTRACIONES DE PCR PROMEDIO EN LA
POBLACION ESTUDIADA.
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ANALISIS DE SUBPOBLACIONES LINFOCITARIAS.

En general en los pacientes hospitalizados con COVID-19 grave y criticos se
observa linfopenia mientras que los pacientes convalecientes con COVID-19
leve el nimero de linfocitos se encuentran dentro de parametros normales.

CONCENTRACION PROMEDIO DE LINFOCITOS EN
LOS GRUPOS ESTUDIADOS.

2500.0

2017.5

2000.0

1500.0

1000.0 878.2 873.6

500.0

Linfocitos en sangre por pL

0.0
COVID-19 CRITICO COVID-19 GRAVE CONVALECIENTES COVID-
19 LEVE

Los resultados obtenidos por citometria de flujo de las subpoblaciones
linfocitarias describen a continuacion:
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Las concentraciones de CD3 que es un marcador para todo tipo de linfocitos
estan por debajo de las concentraciones normales reportadas en la poblacion
mexicana (852 a 3264 cel/uL) para los pacientes con COVID-19 grave y
criticos, datos obtenidos de “determinacion de concentracién de
subpoblaciones de linfocitos en donadores adultos sanos CMN 20 de
noviembre”

Observandose una disminucion de dichas células en los pacientes con
COVID-19 grave en lugar que los pacientes con COVID-19 critico como se
esperaria.

CONCENTRACION PROMEDIO DE LINFOCITOS
CD3 EN LOS GRUPOS ESTUDIADOS.
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2 400.0 250.3
T 2000
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COVID-19 CRITICO COVID-19GRAVE  CONVALECIENTES COVID-

19 LEVE

La concentracion de linfocitos T cooperadores (CD4) se encuentran
disminuidos en ambos grupos hospitalizados encontrandose mucho mas
bajos en los pacientes con COVID-19 grave. (Concentraciones normales
580-1944 cel/pL)
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CONCENTRACION PROMEDIO DE LINFOCITOS
CD4 EN LOS GRUPQOS ESTUDIADOS.
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Linfocitos CD4 en sangre por pL

En el caso de los linfocitos citotoxicos (CD8) se observa lo mismo habiendo
una disminucién de linfocitos por debajo de las concentraciones en ambos
grupos que permanecieron en hospitalizacion, con una franca disminucién en
los pacientes con COVID-19 grave, mientras que los pacientes
convalecientes muestran niveles normales. (Concentracion normal de 264 -
1533 cel/pL)

CONCENTRACION PROMEDIO DE LINFOCITOS
CD8 EN LOS GRUPQOS ESTUDIADOS.
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CONCENTRACION PROMEDIO DE LINFOCITOS
NKT EN LOS GRUPOS ESTUDIADOS.
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Misma situacién se presenta para las células NK donde los valores normales
reportados en la literatura oscilan entre 70-480 cel/uL encontrando en
nuestros pacientes que sufrieron COVID-19 critico y grave una clara
disminucion en estas células.

CONCENTRACION PROMEDIO DE LINFOCITOS NK
EN LOS GRUPOS ESTUDIADOS.
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250.0
200.0

150.0
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100.0
44.0
50.0 29.4
COVID-19 CRITICO COVID-19 GRAVE CONVALECIENTES COVID-

19 LEVE

Los linfocitos B (CD19) se muestran en la grafica inferior. En la literatura los
niveles de linfocitos B oscilan alrededor de 110-570 cel/uL, lo que se observa
una clara disminuciéon de estas células con respecto a los pacientes con
COVID -19 convalecientes.
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CONCENTRACION PROMEDIO DE LINFOCITOS
CD19 EN LOS GRUPOS ESTUDIADOS.
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Correlacion de las subpoblaciones linfocitarias con respecto a las concentraciones
de proteina C reactiva.

RE/FigIE/'E’:n g/L (CD3/uL) | (CD4/uL) | (CD8L) | (CD19/L) | (NK/L) | (NKT/uL)
Coeficiente de
correlacion de
Spearman 0.140 0.164 0.081 -0.146 -0.130 -0.108
Valor de P 0.338 0.259 0.579 0.315 0.372 0.459
N 49 49 49 49 49 49

No se encuentran valores de P clinicamente significativas ni tampoco se encontré

correlacion entre las concentraciones de Proteina C reactiva y las subpoblaciones
linfocitarias de los pacientes con COVID-19 grave.

EASTo A g”_ (Linfocitos/uL) | cpajuy | (coamy) | (cosil) | ©piomL) | (NKmL) | (NKT/L)
Coeficiente de
correlacion de
Spearman -0.007 -0.029 -0.101 0.032 -0.065 0.148 0.133
Valor de P 935 0.745 0.260 0.721 0.471 0.098 0.137
N 126 126 126 126 126 126 126

No se encontrd correlacion con respecto a las subpoblaciones linfocitarias y proteina
C reactiva en pacientes con COVID-19 criticos.
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NSNS ;:/L (Linfocitos/L) | (epayuty | (CDanL) | (CD8/L) | (CD19/ML) | (NK/L) | (NKT/uL)
Coeficiente de
correlacion de
Spearman 0.045 -0.043 -0.061 0.059 -0.54 0.242* 0.267*
Valor de P 0.684 0.699 0.582 0.594 0.623 0.027 0.014
N 84 84 84 84 84 84 84

*Estadisticamente significativo con una p<0.05

Sin embargo, en los pacientes criticos que fallecieron se encontraron valores
significativos con respecto a de NK y NKT en correlacion baja con las
concentraciones de PCR, mientras que en pacientes criticos que sobrevivieron no
se observo el mismo comportamiento como se puede observar en la tabla de abajo.

PROTEINA C Linfocitos/pL
REACTIVA mg/L ( HL) (CD3/uL) | (CD4/pL) | (CD8/uL) | (CD19/pL) | (NK/pL) | (NKT/pL)
Coeficiente de
correlacion de
Spearman 0.124 0.189 0.031 0.230 0.126 0.124 -0.011
Valor de P 0.433 0.231 | 0846 | 0.143 0.427 0.432 0.945
N 42 42 42 42 42 42 42

PROTEINA C Leucocito | Linfocit
REACTIVA mo/L S/l oS/l CD3/pL | CD4/pL | CDS8/uL | CD19/uL | NK/uL | NKT/uL
Coeficiente de
correlacion de
Spearman 0.454* | 0.222 |0.336* |0.469* | 0.091 | 0.389* | -0.015 | 0.084
Valor de P 0.003 | 0.170 | 9034 | 0.002 | 0577 | 0.013 | 0.929 | 0.606
N 40 40 40 40 40 40 40 40

*Estadisticamente significativo con una p<0.05
**Estadisticamente significativo con una p<0.01

El grupo donde se pudo observar una clara correlacion positiva entre las
concentraciones de proteina C reactiva y las subpoblaciones linfocitarias fue las que
provenian de pacientes que sufrieron COVID-19 leve, es decir no tuvieron la
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necesidad de permanecer hospitalizados, los cuales fungieron como nuestro grupo
convalecientes. Se observo la diferencia significativa con una p<0.05 con una baja
correlacion para CD3+, y CD19, mientras que una p<0.01 para la correlacion de la
concentracion de PCR con respecto a la cantidad por microlitro de leucocitos y CD4
ambos con una correlacion media.
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CONCLUSIONES
1. Las concentraciones de Proteina C reactiva no se relacionan significativamente
con las concentraciones de subpoblaciones de linfocitos en pacientes graves y

criticos, ni hay relacion con convalecientes por COVID-19.

2. Con respecto a las subpoblaciones linfocitarias estan claramente marcada la
disminucién de las concentraciones linfocitarias en pacientes graves y criticos con

respecto a los pacientes convalecientes que no necesitaron hospitalizacion.

3. Hay una correlacion baja positiva de las concentraciones de proteina C reactiva
con respecto a las concentraciones de las subpoblaciones linfocitarias en CD3*,

CD4*y CD19* pacientes convalecientes.

Sin embargo, en las observaciones realizadas en proteina c reactiva se obtiene.

4. Las mayores concentraciones de proteina C reactiva (PCR) se observaron en
pacientes criticos con un promedio de 213.4 mg/L, todos estos pacientes se
mantuvieron intubados; el grupo de los fallecidos, mostraron la concentracion mas
alta de PCR con respecto a los otros grupos estudiados, con un promedio de 147.2
mg/L; mientras que, los pacientes que permanecieron hospitalizados sin la
necesidad de ventilacibn mecénica asistida, en promedio mantuvieron
concentraciones de PCR de 51.4 mg/L, y los pacientes convalecientes que no
necesitaron hospitalizacion durante el periodo sintomatico sus concentraciones
promedio fueron de 3 mg/L. Esto pudiera ayudar al clinico para decidir y clasificar al

paciente con COVID-19 y dar un manejo ya sea intrahospitalario o ambulatorio.
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TECNICAS UTILIZADAS

DETERMINACION POR CITOMETRIA DE FLUJO PARA
CUANTIFICACION DE SUBPOBLACIONES LINFOCITARIAS EN
PACIENTES CONVALESCIENTES Y PACIENTES CON COVID 19
GRAVE Y CRITICOS.

En un tubo de EDTA se determinara el niumero de leucocitos y linfocitos pasando la
muestra en el equipo ADVIA (RUBY) la cantidad de leucocitos totales deberan estar
entre 1.0 x103y 9.4 x 10°en caso de no estar dentro de este rango se realizara una

dilucion o se agregara mayor cantidad de muestra segun sea el caso.

Se prepara mezcla de anticuerpos monoclonales de cada uno agregar 20 uL. Esta
mezcla de anticuerpos contendra los siguientes anticuerpos CD-19-FITC, CD8-
APC, CD 45-V500, CD19-FITC, CD16+CD56-PE, CD3 PerCP. Para el control
isotipo se utilizaran anticuerpos de ratén marcado IgG1.FITC e IgG-PE. Todos los

anticuerpos monoclonales comercializados por Becton Dickinson.
Se prepara dos tubos limpios de vidrio de 12 x 75 mm por cada paciente a analizar.

Un tubo contendré el control de isotipo, un segundo tubo que contendra la muestra

y la mezcla de anticuerpos monoclonales.

A cada tubo se afiade 1 x 10 © células por microlitro de sangre total se mezcla en el
agitador vortex a baja velocidad por 3 segundos y se incuba 20 minutos a

temperatura ambiente en obscuridad.

Posterior a la incubacion los globulos rojos seran lisados con 1.5 mL de solucion
“Facs Lysing Solution” (Becton Dickinson), inmediatamente mezclar con el vortex a

baja velocidad por 3 segundos y centrifugar los tubos a 1500 revoluciones por
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minuto (RPM) durante 7 minutos. Decantar los tubos y desechar el sobrenadante.
Volver a resuspender el boton residual y agregar 1 mL de solucion salina isotonica
mezclar a baja velocidad con vortex durante 3 segundos y centrifugar a 1500
revoluciones por 7 min. Decantar el sobrenadante y resuspender el botén con 0.2
mL de paraformaldehido al 1 %, mezclar con vortex a baja velocidad por 3
segundos. Al terminar dicho procedimiento la muestran estaran listas para ser leidas
por el citometro de flujo marca FACS CANTO Il con el programa FACSDiva

v8.1.1(Becton Dickinson).

Seleccidn de Paciente Extraccion de Determinacion de
convaleciente y con ‘ sangre periférica leucocitos totales
enfermedad grave de recolectada en ‘ y linfocitos por
COVID19. Firma de tubo con EDTAy citometria.
consentimiento informado tubo seco.

Agregar 1x10°cel/pL

de sangre total mas Marcar 2 tubos

20 UL de anticuerpo de vidrio uno Preparacion de

a cada tubo, mezclar _ para el control _ me?cla de

con vortex 3 Seg. isotipo y otro anticuerpos
para la muestra monoclonales

Lisar globulos rojos Centrifugar Decantary

Incubar 20 min con. 1> mt qe Facs a 1500 desechar
o Lysing Solution”. Y R.P.M por 7 sobrenadante
En la obscuridad )

mezclar con vortex 3 min
a temperatura :

seq.
ambiente. ‘

Resuspender Resuspender el

Analisis de resultados ) .
boton con Centrifugar a botén y agregar 1

y busqueda en

1500 R.P.M ..

sistema informatico 0.2mL 2 « mL solucion

de las « paraformalde por /miny salina isotdnica
hido al 1 % decantar mezclar por 3

concentraciones de
mezclary leer sobrenadante Seg.

PCR

en clitdmetro
de flujo.
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DETERMINACION CUANTITATIVA DE PROTEINA C REACTIVA
MEDIANTE EL METODO DE INMUNONEFELOMETRIA.

Se medird con Instrumento Immage 800 Inmunochemistry System de Beckman
Coulter para la determinacion de proteina C reactiva ultrasensible con “calibrador 5
Plus”

Fundamento

Este ensayo mide la tasa de incremento de la dispersion de la luz de particulas
suspendidas en solucion como resultado de complejos formados durante la reaccidn

antigeno anticuerpo.

Proteina C reactiva (muestra) + Anti — PCR ligado a particula (anticuerpo)

(Complejo proteina C reactiva de la muestra — anticuerpo)

Muestra a utilizar

Se utilizard sangre recolectada en tubo rojo, posteriormente separar el suero
mediante centrifugacion a 2500 revoluciones por minuto durante 5 minutos, la
muestra debe procesarse dentro de las primeras 2 horas después de haberse
extraido. Si la muestra de suero no se alcanza a analizar en las primeras 8 horas
almacenar de 2 a 8 °C, dentro de las 72 horas, en caso contrario congelar entre -15

y -20°C. Las muestras deben descongelarse solamente una vez.

El Kit de reactivo de este método cuenta con:
Cartucho que contiene el anticuerpo policlonal anti proteina C reactiva ligado a
particulas, cabra. Para 300 pruebas Solucion Buffer anti-evaporacion vy tarjeta de

codigo de barras PCR
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Preparacion del reactivo.

1. Invertir suavemente el cartucho antes de quitar los tapones de rosca

2. Quitar los tapones de rosca de los cartuchos de reactivos. Revisar cada
cartucho para verificar la presencia de burbujas, si contara con ellas
eliminarlas.

3. Colocar buffer antievaporacion en ambos receptaculos del cartucho de
reactivo antes de cargar el cartucho en el instrumento.

4. Colocar el cartucho dentro del equipo.

Procedimiento de prueba.

1. Después de configurar, cargar los reactivos en el sistema segun se indica en
el Manual de operaciones IMMAGE.

2. Seleccionar las quimicas a calibrar de ser necesario. Cargue calibradores,
controles y muestras en cédigo de barras para andlisis, seguin se indica en
Manipuladores de operaciones IMMAGE.

3. Siga los protocolos de operacion del sistema segun se indican en el Manual
de operaciones.

4. Los resultados son calculados automaticamente por el sistema del equipo.

Las determinaciones son validadas al estar dentro de parametros establecidos

los controles de calidad normal y anormal.

Sensibilidad del método: 0.1 mg/dL = 1 mg/L
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ANEXOS.

HOJAS DE RECOLECCION DE DATOS.

‘ INSTITUTO MEXICANO DEL SEGURO SOCIAL WWW“’%”%“;W%
COORDINACION DE UNIDADES MEDICAS DE ALTA ESPECIALIDAD RS LN
@ UMAE HOSPITAL DE ESPECIALIDADES z r}ﬂ}
I “DR. ANTONIO FRAGA MOURET”
CENTRO MEDICO NACIONAL LA RAZA

DIRECCION DE EDUCACION E INVESTIGACION EN SALUD
“CORRELACION ENTRE SUBPOBLACIONES LINFOCITARIAS (T, B,NK Y

NKT) CON RESPECTO A CONCENTRACIONES DE PROTEINA C
REACTIVA EN PACIENTES GRAVES, CRITICOS Y CONVALECIENTES

CON COVID-19”

FENOTIPIFICACION DE PACIENTES CONVALECIENTES POR COVID 19 Y CONCENTRACIONES DE PCR EN SUERO

FECHA DE TOMA DE MUESTRA Y PROCESO DE LA MUESTRA.

Lecocitos | Linfocitos | Cooperadores | Citotoxicos [Linfocitos B| Celulas NK | Celulas NKT PCR
totales | totales | CD3+/CD4+ |CD3+/CD8+| CD19+ |CD3-/CD16+56 | CD3+/CD16+56+
Paciente | (cellul) | (cellL) (celluL) (cellul) | (celipL) (celluL) (celluL) (mglL)
1
2
3
4
5
b
7
8
9
10
1
1
13
14
15
16
i
18
19
20
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e NACONAL AUTONOWA Tifigy

A INSTITUTO MEXICANO DEL SEGURO SOCIAL
COORDINACION DE UNIDADES MEDICAS DE ALTA ESPECIALIDAD
@ UMAE HOSPITAL DE ESPECIALIDADES
I MSS “DR. ANTONIO FRAGA MOURET”
CENTRO MEDICO NACIONAL LA RAZA
DIRECCION DE EDUCACION E INVESTIGACION EN SALUD
“CORRELACION ENTRE SUBPOBLACIONES LINFOCITARIAS (T, B,NK Y

NKT) CON RESPECTO A CONCENTRACIONES DE PROTEINA C
REACTIVA EN PACIENTES GRAVES, CRITICOS Y CONVALECIENTES

CON COVID-19”

FENOTIPIFICACION DE PACIENTES CON COVID-19 GRAVE-CRITICOS Y CONCENTRACIONES DE PCR

Lecocitos [Linfocitos | Cooperadores | Citotoxicos [Linfocitos B CelulasNK | Celulas NKT
totales | totales | CD3+/CD4+ |CD3+(CD8+| CD19+ |CD3-/CD16+56 | CD3+/CD16+56+
Paciente| (cellL) | (celll) | (celfuL) (cellpL) | (celuL) (celluL) (celliuL)

PCR
(mglL)
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CARTA DE COSENTIMIENTO INFORMADO

3

\D

IMSS

SEGURIDAD Y SOLIDARIDAD SOCIAL

INSTITUTO MEXICANO DEL SEGURO SOCIAL
UNIDAD DE EDUCACION, INVESTIGACION
Y POLITICAS DE SALUD
COORDINACION DE INVESTIGACION EN SALUD

CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO

(NINOS Y PERSONAS CON DISCAPACIDAD)

CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA PARTICIPACION EN PROTOCOLOS DE INVESTIGACION

Nombre del estudio:

Patrocinador externo (si
aplica):

Lugar y fecha:

Nidmero de registro:

Justificacion y objetivo del
estudio:

Procedimientos:

Posibles riesgos y
molestias:

Posibles beneficios que
recibira al participar en el
estudio:

Informacion sobre
resultados y alternativas
de tratamiento:

“CORRELACION ENTRE SUBPOBLACIONES LINFOCITARIAS (T, B,NK

Y NKT) CON RESPECTO A CONCENTRACIONES DE PROTEINA C
REACTIVA EN PACIENTES GRAVES, CRITICOS Y CONVALECIENTES

CON COVID-19”

No Aplica.

Azcapotzalco, Ciudad de México. A

No esta claro porque los niveles de células conocidas como linfocitos
disminuyen en caso de COVID-19 grave, es importante conocer el
comportamiento de las diferentes variedades de estas células durante y
después de la infeccion y la correlaciobn que existe entre marcadores
inflamatorios (PCR). Actualmente no existe en el mercado una vacuna o
antiviral especifico contra SARS-CoV-2 por lo que la intervencion temprana en
la deteccion de casos graves pudiera disminuir la mortalidad. El objetivo de
esta investigacion es correlacionar la relacion de las concentraciones Proteina
C reactiva con las concentraciones de dichas células en pacientes graves y
criticos por COVID-19 con relacién a trabajadores IMSS convalecientes por
dicha enfermedad en un centro de tercer nivel.

Se tomara una pequefia cantidad de su sangre y se depositara en un tubo con
tapdn color morado y otro con tapdn rojo o amarillo.

Moretdn en sitio de puncién, hinchazén leve, dolor en la zona de Puncién.

Saber si usted ha retornado a sus niveles normales de las células inmunitarias.
y que concentraciones de proteina C reactiva tiene.

La informacién de sus resultados seran Utiles para saber si sus glébulos
blancos estan dentro de los niveles normales; conociendo los resultados de su
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estudio se podria saber si usted ha recuperado sus niveles de defensas
previas a sufrir COVID-19 6 que tan bajo de defensas est4 ademas si pudiera
usted cursando con un estado de inflamacién croénico.

Participacion o Usted es libre de retirarse del estudio en el momento que usted decida. La
retiro: atencién médica sera la misma para usted y su familia.
Privacidad y Sus datos personales se guardaran en secreto; no seran dados a conocer su

confidencialidad: . , . ]
nombre, ni su numero de seguridad social.

En caso de coleccién de material biologico (si aplica):
No autoriza que se tome la muestra.
Si autorizo que se tome la muestra solo para este estudio.

Si autorizo que se tome la muestra para este estudio y estudios futuros.

Disponibilidad de
tratamiento médico en
derechohabientes (si aplica):

5;:‘;?;}05 al término del Saber como estan sus niveles de linfocitos con respecto a la inflamacion de
' Su cuerpo.

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

Investigador Responsable: Dra. Laura Arcelia Montiel Cervantes. 57245900 Ext 23090

Colaboradores: Dra Leandra Leonor Méndez Gonzalez. 2221242660

En caso de dudas o aclaraciones sobre sus derechos como participante podra dirigirse a: Comité Local de Etica en
Investigacion de la UMAE Especialidades del Instituto Mexicano del Seguro Social. Seris y Zaachila sin numero,
colonia La Raza, Delegacion Azcapotzalco Ciudad de México, CP 02990. Teléfono 01 55 5724 5900. Ext. 23015
Correo electrénico: comisién.etica@imss.gob.mx

Nombre y firma del convaleciente 6 Nombre y firma del paciente Dra. Laura Montiel Cervantes
hospitalizado ' ’

Nombre y firma de quien obtiene el consentimiento

Testigo 1 Testigo

Nombre, direccion, relacion, firmay teléfono

Nombre y firma del familiar responsable en caso que el paciente se
encuentre intubado o aislado.

Este formato constituye una guia que debera completarse de acuerdo con las caracteristicas propias de cada protocolo de investigacién, sin omitir
informacién relevante del estudio

Clave:

83



mailto:comisión.etica@imss.gob.mx

AVISO DE PRIVACIDAD.

INSTITUTO MEXICANO DEL SEGURO SOCIAL

A y
COORDINACION DE UNIDADES MEDICAS DE ALTA ESPECIALIDAD
@ UMAE HOSPITAL DE ESPECIALIDADES
I MSS “DR. ANTONIO FRAGA MOURET”
CENTRO MEDICO NACIONAL LA RAZA
DIRECCION DE EDUCACION E INVESTIGACION EN SALUD

“CORRELACION ENTRE SUBPOBLACIONES LINFOCITARIAS (T, B,NK Y
NKT) CON RESPECTO A CONCENTRACIONES DE PROTEINA C REACTIVA

EN PACIENTES GRAVES, CRITICOS Y CONVALECIENTES CON COVID-19”

AVISO DE PRIVACIDAD

De conformidad con lo establecido en la Ley Federal de Proteccién de Datos Personales en
Posesion de los Particulares, Dra. Laura Arcelia Montiel Cervantes, Dra. Maria del Pilar
Domiguez Cruz y Dra. Leandra Leonor Méndez Gonzalez pertenecientes al IMSS pone a su
disposicién el siguiente aviso de privacidad.

Dra. Laura Arcelia Montiel Cervantes, Dra. Maria del Pilar Domiguez Cruz y Dra. Leandra
Leonor Méndez Gonzalez pertenecientes al IMSS, es responsable del uso y proteccion de
sus datos personales, en este sentido y atendiendo las obligaciones legales establecidas en la
Ley Federal de Proteccion de Datos Personales en Posesion de los Particulares, a travées de
este instrumento se informa a los titulares de los datos, la informacion que de ellos se recaba
y los fines que se le daran a dicha informacion.

Ademas de lo anterior, informamos a usted que Dra. Laura Arcelia Montiel Cervantes, Dra.
Maria del Pilar Domiguez Cruz y Dra. Leandra Leonor Méndez Gonzalez pertenecientes al
IMSS, tiene su domicilio ubicado en:

Azcapotzalco s/n, La Raza, Azcapotzalco, 02990 Ciudad de México, CDMX

Los datos personales que recabamos de usted seran utilizados para las siguientes finalidades,
las cuales son necesarias para concretar nuestra relacion con usted, asi como para atender
los servicios y/o pedidos que solicite:

Para fines de investigacion en COVID-19

Para llevar a cabo las finalidades descritas en el presente aviso de privacidad, utilizaremos los
siguientes datos personales:

Nombre, edad, sexo, peso, talla, teléfono enfermedades, crénico degenerativas, sintomas
sufridos por COVID-19, muestras sanguineas obtenidas y datos de laboratorio.



Por otra parte, informamos a usted, que sus datos personales no seran compartidos con
ninguna autoridad, empresa, organizacion o persona distintas a nosotros y seran utilizados
exclusivamente para los fines sefialados.

Usted tiene en todo momento el derecho a conocer gqué datos personales tenemos de usted,
para qué los utilizamos y las condiciones del uso que les damos (Acceso). Asimismo, es su
derecho solicitar la correccién de su informacion personal en caso de que esté desactualizada,
sea inexacta o incompleta (Rectificacion); de igual manera, tiene derecho a que su informacion
se elimine de nuestros registros o bases de datos cuando considere que la misma no esta
siendo utilizada adecuadamente (Cancelacién); asi como también a oponerse al uso de sus
datos personales para fines especificos (Oposicion). Estos derechos se conocen como
derechos ARCO.

Para el ejercicio de cualquiera de los derechos ARCQ, se debera presentar la solicitud
respectiva por escrito, mediante el envio de una carta o solicitud en formato libre a la siguiente
direccién:

Azcapotzalco s/n, La Raza, Azcapotzalco, 02990 Ciudad de México, CDMX

Lo anterior también servira para conocer el procedimiento y requisitos para el gjercicio de los
derechos ARCO.

En todo caso la respuesta a la solicitud se dara en el siguiente plazo:2 semanas.

Los datos de contacto de la persona o departamento de datos personales, que esta a cargo de
dar tramite a las solicitudes de derechos ARCO, son los siguientes:

a) Nombre del responsable: El estudio se realizard en Azcapotzalco s/n, La Raza,
Azcapotzalco, 02990 Ciudad de México, CDMXinstalaciones del Hospital de
Especialidades “Dr, Antonio Fraga Mouret” del Centro Médico Nacional La Raza del CMN
del IMSS

b) Domicilio:

Azcapotzalco s/n, La Raza, Azcapotzalco, 02990 Ciudad de México, CDMX
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c) Teléfono: 800 623 2323
d) Correo electrénico: lauramontielcervantes@outlook.com

e) Otro medio de contacto: maria.cruzdo@imss.gob.mx

Cabe mencionar, que en cualquier momento usted puede revocar su consentimiento para el
uso de sus datos personales. Del mismo modo, usted puede revocar el consentimiento que, en
su caso, nos haya otorgado para el tratamiento de sus datos personales.

Asimismo, usted
debera considerar que para ciertos fines la revocacion de su consentimiento implicara que no
podamos seguir prestando el servicio gue nos solicitd, o la conclusién de su relacion con
nosotros.

Para revocar el consentimiento que usted otorga en este acto o para limitar su divulgacion, se
debera presentar la solicitud respectiva a través del siguiente correo electrénico:

lauramontielcervantes(@outlook.com

Del mismo modo, podra solicitar la informacion para conocer el procedimiento y requisitos
para la revocacion del consentimiento, asi como limitar el uso y divulgacion de su informacion
personal.

En cualquier caso, la respuesta a las peticiones se dara a conocer en el siguiente plazo: 2
semanas.

de cambios en nuestro modelo de negocio, o por otras causas, por lo cual, nos
comprometemos a mantenerlo informado sobre los cambios que pueda sufrir el presente
aviso de privacidad, sin embargo, usted puede solicitar informacién sobre si el mismo ha
sufrido algtin cambio mediante el envio de una carta o solicitud en formato libre a la siguiente
direccion:

Laboratorio de Hematologia especial del Hopital de Especialidades. Calle Tlaxcaltecas 43,
La Raza, Azcapotzalco, 02990 Ciudad de México, CDMX

Nombre y firma del titular de los datos personales

Ultima actualizacion:
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