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Introduccion

Los adultos mayores han experimentado el impacto negativo de la pandemia por
COVID-19, la cual ha afectado ambitos como la funcionalidad, desempeiio fisico, estado
de animo y calidad de vida [1]. Los adultos mayores que contrajeron la infecciéon por
SARS-CoV2 y requirieron ser hospitalizados, sufrieron enfermedad grave en alrededor
de la mitad de los casos y enfermedad critica en el 20% de ellos [2]. Las bases
moleculares de la vulnerabilidad a la COVID-19 en adultos mayores ha sido tema de
interés, despertando investigaciones que permitan entender estos mecanismos

biolégicos [3].

El envejecimiento, explica en parte la gravedad de la enfermedad en los adultos
mayores con COVID-19, ya que, al disminuir la funcién en multiples subtipos celulares,
tejidos y 6rganos, compromete la capacidad para mantener la homeostasis y responder
a estimulos externos. La regulaciéon precisa del sistema inmune es susceptible a
perderse con el envejecimiento, afectando las cascadas de sefializacién y comunicaciéon
intercelular, lo que puede traducirse en deficiencias importantes en la defensa inmune.
Con el envejecimiento se observa una mayor deficiencia en la funcién de granulocitos,
macrofagos y células NK[4], asi como disminucion en la funcion de los receptores del

sistema inmune innato y el sistema del complemento[5].

La infeccién aguda por SARS-CoV2 causa una tormenta inflamatoria en casos de
enfermedad severa, caracterizada por elevacién de la proteina C reactiva, la
interleucina (IL)-6, linfopenia, hipoalbuminema, entre otros[6]. Estos marcadores de
inflamaciéon aguda son predictores de la severidad de la enfermedad y mortalidad[7].
La respuesta inmune descontrolada causa un sindrome inflamatorio multisistémico,
que es mas frecuente en los adultos mayores. Actualmente se conoce que la infeccion
por SARS-CoV2 en etapa aguda desencadena una sobreproduccién de citocinas
proinflamatorias como IL-6, I[L-1p y factor de necrosis tumoral (TNF)-a. A largo plazo,
citocinas como IL-17, [L-2 se asocian a la persistencia de sintomas de COVID largo, los

cuales son mas frecuentes en personas de 60 afios y mas|[8].



Si bien, los casos de COVID-19 fueron mas graves en los adultos mayores al
compararlos con la poblacién joven [9, 10] también dentro de este mismo grupo de
adultos mayores, encontramos diferentes grados de severidad de la enfermedad[11].
Las diferencias en los patrones de envejecimiento, y por ende, a la severidad de la
enfermedad, se deben en alguna medida al balance del sistema inmunolégico, que
protege al organismo ante el dafio conferido por patégenos como el SARS-CoV2[12]. En
algunos casos, el balance de las diferentes subpoblaciones del sistema inmune no se
mantienen, sometiendo al organismo a una inflamacién crénica de bajo grado, también

llamada inflammaging[13].

La inflamacion crénica sostenida se explica en parte por mecanismos tales como
la sensecencia celular, la cual ocurre en respuesta a factores estresantes, desajuste
metabdlico, alteracion en la proteostasis, entre otros. Las células senescentes, se llevan
a una pardlisis en la capacidad proliferativa, resistencia a la apoptosis y secrecion de

moléculas asociadas al fenotipo secretor senescente[14].

La acumulacion de células senescentes en diversos tejidos promueve declive
funcional asociado al envejecimiento y la aparicién de diversas enfermedades como
osteoartritis, fibrosis pulmonar, enfermedades neurodegenerativas y cancer[15]. Una
condicion que refleja la acumulacidn de estos déficits en el organismo, producto de el
envejecimiento que ocurre en diferentes medidas en las personas mayores es la
fragilidad[16]. La fragilidad consiste en un proceso dinamico originado por la
acumulaciéon de dafno celular en conjunto con alteraciones en los mecanismos de
reparacion y defensa contra el dafio[17], que compromete al organismo a desenlaces

adversos al someterse a diversos estresores[18], manifestando homeoestenosis[19].

Un método de medicién de la fragilidad se basa en el fenotipo de fragilidad, que
se construye con base en cinco parametros que incluyen la fatiga, pérdida de peso,
debilidad, disminucién en la velocidad de la marcha e inactividad fisica, catalogando a
una persona como fragil cuando acumula tres o mas déficits en estos dominios, prefragil
si tiene la presencia de alteraciones en uno o dos dominios y robusto cuando no

presenta ninguna alteracion.



La prevalencia de fragilidad incrementa con la edad[20], y al igual que el resto
de los fendmenos relacionados con el envejecimiento, se expresa de forma heterogénea
entre los individuos, sugiriendo la existencia de componentes que podrian modularse
para impactar en la incidencia de fragilidad[21]. Las alteraciones del sistema
inmunolégico se relacionan con la incidencia de fragilidad, siendo las principalmente
descritas, aquellas en las que existe una elevacion de citocinas inflamatorias como IL-6,

TNF-a o la proteina C reactiva[22, 23].

El estudio de los linfocitos T CD4+ nos permite conocer mas a fondo la influencia
de la infeccidn sobre el balance de los mecanismos pro y anti inflamatorios a corto y
mediano plazo, dado que se atribuye un perfil inflamatorio al subtipo Th1 de los
linfocitos T CD4+, con liberacion de citocinas proinflamatorias como interferon (INF) y
y TNF-a, mientras que el subtipo de Th2 libera mediadores que suprimen la respuesta

inflamatoria como IL-4, IL-10 e IL-13[24].

Las células T CD4 se diferencian dependiendo de sefiales como el
reconocimiento de antigenos peptidicos presentados mediante la interacciéon con el
complejo mayor de histocompatibilidad (MCH) Clase II de las células presentadoras de
antigeno, con las moléculas coestimuladoras y mediante sefiales adicionales dadas por

citocinas y quimiocinas[25].

Las células Th1 juegan un rol esencial en el control y regulacion de la infeccion
viral, mientras que las células Th2 mantienen el balance de inflamacion, y la
homeostasis de tejidos. En los individuos jévenes hay un balance entre ambos subtipos
en el trascurso de la infeccidn, siendo las células Th1 las que predominan en etapas
tempranas de la respuesta adaptativa de la infeccién, mientras que las Th2 predominan

en etapas tardias[26].

Los adultos mayores, suelen tener una mayor proporcion de linfocitos Th1, con
mayor proporcién de células que contienen INF-y e IL-2 y menor proporcién de células
que secreten [L-4 en comparacidn a sujetos jovenes[27], lo que es indicativo de un perfil

proinflamatorio en adultos mayores. En la etapa aguda de la COVID-19, los pacientes



con enfermedad mas severa presentan un desbalance del indice de linfocitos Th2/Th1,
y son los factores con factores de riesgo como edad avanzada, sexo masculino y

fumadores los que podrian presentar este desequilibrio [28].

Una forma de evaluar el fenotipo de linfocitos T CD4+ es mediante el perfil de
citocinas circulantes que se atribuyen a cada subtipo de células[29]. Sin embargo, la
produccion de estas citocinas pro y anti-inflamatorias no es exclusivo de este subtipo
de células, por lo que se han propuesto otros métodos, como la medicién de factores

nucleares encontrados en cada subtipo linfocitario.

La diferenciacion de los linfocitos T cooperadores se determina dependiendo de
los antigenos a los que ha sido expuesto, las moléculas co estimuladoras y las citocinas
presentes en el medio al momento de la estimulacion de la célula.[30] El factor T-box
expresado en las células T (T-bet) y la proteina 3 de uniéon a GATA (GATA-3) son
factores de transcripcion de células T que regulan la diferenciaciéon hacia genes de
citocinas Th1l o Th2. T- bet es un factor de transcripcién de Th1l que inhibe la
transcripcion a Th2 [31], mientras que GATA-3 juega un rol fundamental en el
desarrollo del fenotipo Th2, mientras que inhibe a las células Th1 [32]. Se ha probado
que estos factores de transcripcion estan sobre regulados en linfocitos T que producen
citocinas inherentes al subtipo de Th1 y Th2, proveyendo un marcador subrogado de

estos subtipos celulares[33].

Planteamiento del Problema

El envejecimiento del sistema inmunoldgico se caracteriza por inflamacion
cronica de bajo grado, también denominada inflammaging, que podria predisponer a
diversas comorbilidades, asi como a presentacion mas severa ante la infecciéon por
SARS-CoV 2. Enfermedades como la COVID-19 podrian alterar el curso de la inmuno
senescencia al causar una tormenta inflamatoria y con esto también influir en los
desenlaces asociados a esta, como el fenotipo de fragilidad. Es de nuestro interés el
conocer el perfil inmunolégico de los pacientes sobrevivientes de COVID-19 grave,

mediante el balance pro/anti inflamatorio observado por el indice de linfocitos



Th1/Th2, y como este balance se asocia a la presencia del fenotipo de fragilidad a corto

y mediano plazo.

Justificacion

El conocer las caracteristicas de los linfocitos T CD4 y su asociacién del estado
de fragilidad a corto y mediano plazo en individuos que sobrevivieron a enfermedad
grave por COVID-19 nos permitiria explicar diferencias en los patrones de
envejecimiento al exponerse a una tormenta inflamatoria como la conferida por el
SARS-CoV2 y caracterizar a los pacientes que tengan mayor riesgo de desarrollar el
fenotipo de fragilidad. El identificar a los pacientes en mayor riesgo de estos desenlaces,
mediado por un fenotipo especifico de pro/anti inflamacién, nos permitiria intervenir
en ellos tempranamente, y con esto prevenir otros desenlaces adversos como

discapacidad, caidas, pobre calidad de vida, hospitalizaciones y mortalidad.

Objetivo

Nuestro objetivo fue explorar la asociacion entre el fenotipo de fragilidad y las
caracteristicas fenotipicas y funcionales de los linfocitos T CD4 a corto y mediano plazo

en adultos mayores supervivientes de COVID grave.

Métodos

Se seleccioné una subcohorte de la cohorte de pacientes Post-COVID 19, del
Instituto Nacional de Enfermedades Respiratorias Ismael Cosio Villegas. Esta cohorte
se conformo6 por todas aquellas personas que acudian a la Unidad de Atencién para
pacientes con secuelas por COVID 19 grave, definido por los Institutos Nacionales de
Salud, como aquellos pacientes con saturacion menor al 94% al aire ambiente, un indice
de presién parcial de oxigeno/fraccién inspirada de oxigeno menor a 300 mmHg,
frecuencia respiratoria >30 respiraciones por minuto o infiltrados mayores al 50%[34].
En el programa de atencion integral, se dio atencién multidisciplinaria por nutricidn,
rehabilitacion, psicologia y diversas especialidades médicas, con el fin de resolver las

secuelas multiorganicas derivadas de la COVID 19 grave y la hospitalizacion



prolongada. La cohorte incluy6 a 859 pacientes, los cuales se atendieron por al menos

12 meses desde su primera visita.

De dicha cohorte se seleccionaron a 49 personas de 65 afios y mas, y se invitaron
a participar en el protocolo. Se incluyeron nimeros similares de pacientes con y sin
fragilidad en la primera valoracién que se realizoé a los 4 meses del egreso, estos
pacientes debian cumplir con los criterios de inclusion, que consistian en tener 65 afios
y mas y haber cursado con enfermedad grave por COVID y haber egresado en los 4
meses previos al reclutamiento, esto con el fin de permitir una recuperacion del periodo
inmediato posterior a la hospitalizaciéon[35], en el cual la mayoria de los participantes
podrian presentar caracteristicas sugerentes de fragilidad fisica. Se excluyeron
pacientes quienes por comorbilidades de base pudieran tener alteraciones linfocitarias,
como aquellos con enfermedades reumatolégicas, oncoldgicas, hematoldgicas, o

quienes se encontraban recibiendo farmacos inmunosupresores.

Los pacientes que dieron su consentimiento para participar en el protocolo
fueron evaluados por un médico geriatra quien realizé6 una evaluacién geriatrica
integral, evaluacion del fenotipo de fragilidad y obtuvo muestra de 10 ml de sangre
periférica la cual fue procesada en el laboratorio de inmunologia integrativa de la
misma institucion. Esta valoracidon se realizé a los 4 y 12 meses del egreso de
hospitalizacién con el fin de identificar los cambios en el fenotipo y funcién de los
linfocitos T de acuerdo a la recuperacion del estado de fragilidad en estas dos

valoraciones.

El presente estudio fue aprobado por el Comité de Etica en Investigacién y el
Comité de Investigacion del Instituto Nacional de Enfermedades Respiratorias Ismael
Cosio Villegas (Cédigo de aprobacion C15-22). Los participantes firmaron el
consentimiento informado previo a la toma de mediciones fisicas, evaluacion geriatrica

integral y toma de muestras de sangre periférica (Anexo 4).

La determinacion del estado de fragilidad se realizé6 mediante la evaluacion de

fenotipo de fragilidad modificado, el cual fue validado en poblaciéon de Mexicana,



utilizado en Americanos que participaron en la versién hispana del estudio
epidemiolégico de la Encuesta Nacional de Salud y Envejecimiento (ENASEM o
MHAS)[36]. Esta escala incluye los mismos cinco dominios propuestos por Fried y
colaboradores [19]. El fenotipo modificado ha demostrado tener una correlacion
positiva con una mayor carga de comorbilidad, peor autopercepcion de salud y tener
un desempefio similar en la prediccion de riesgo de discapacidad y mortalidad. El
fenotipo modificado incluye los cinco apartados previamente mencionados, y su
categorizacidn se realiz6 de acuerdo a como se indica en el anexo 1. Ademas se realizé
medicion de pruebas de desempefio fisico, categorizandose como sugerentes de
fragilidad de acuerdo a puntos de corte previamente establecidos, las cuales incluyeron
velocidad de la marcha[37], fuerza de presion[19], y la prueba corta de desempefio
fisico (SPPB), siendo los pacientes que obtuvieron 8 puntos o menos en esta prueba los
que se determinaron como fragiles. La categorizacion de estos puntajes se realizé como

se establece en el anexo 2.

La fenotipificacion de los linfocitos T de sangre periférica

A través de puncién venosa se obtuvieron 10 ml de sangre periférica. Se hizo una

dilucién 1:2 de la sangre con PBS (Solucion salina con Buffer de Fosfato).

En un tubo conico de 15 ml se afiadieron 3 ml de Ficoll-Paque (Lympho-prep ™;
Axis-Shield, Oslo, Noruega) y se anadieron 10 ml de muestra diluida con PBS. Las
muestras fueron centrifugadas durante 30 minutos a 800 xg para la obtencién del
gradiente celular de Ficoll. Colectamos las células mono-nucleares (CMN) en un nuevo
tubo de 15 mL y se realiz6 lavado de células adicionando 8mL de PBS y centrifugacion
por 10 minutos a 350 xg. Después del lavado, descartamos el sobrenadante y el pellet
que contiene a las CMN, se re suspendié en 1 ml de PBS. La viabilidad celular fue
evaluada por el método de exclusién con azul de tripano utilizando una camara de

Neubauer.

Las CMN fueron almacenadas en crioviales a una densidad maxima de 10 x 106
CMN por vial, y se congelaron gradualmente en un contenedor con alcohol isopropilico

hasta llegar a -70 2 C, entonces, los viales fueron transferidos a un tanque de nitrégeno
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liquido a -802 C hasta ser utilizadas. Se descongelaron las células para su procesamiento
y posterior al conteo celular se distribuyeron en las distintas condiciones

experimentales a evaluar.
Cultivo celular

Para el analisis de fenotipico de las células mononucleares se incubaron en
placas de cultivo de 24 pozos durante 24 horas en RPMI a 372C 5%C0O2. Las CMN
fueron incubadas por 24 hrs en tres distintas condiciones: RPMI (control), anti-
CD3/anti-CD28 y otra condicién adicionando un control de isotipo. Después de 1 hora
de estimulo se afiadi6 1 pL/ml de brefeldina 1000x. después de 24 horas el
sobrenadante fue colectado y las CMN recuperadas con PBS. Las CMN fueron lavadas

por centrifugacion y contadas nuevamente con azul de tripano y cAmara de Neubauer.
Tincién para citometria de flujo

Las células se resuspendieron en buffer de tincién (Cell staining Buffer,
BioLegend). Adicionamos entonces anticuerpos acoplados a fluorocromos para marcar
los antigenos de membrana incubando 25 minutos a 4 °C. Posteriormente las células
fueron lavadas por centrifugacion y resuspendidas en 100 pL de solucion BD
Cytofix/Cytoperm y se incubaron a 4 2C por 25 minutos. Se realizaron tres mezclas de
anticuerpos, la primera para detectar la etapa de maduracion de los linfocitos T
CD4/CD8, con anticuerpo CCR7, CD3, CD4, CD8 y CD45 RA. La segunda, para la
deteccidn de linfocitos Th1 con los anticuerpos anti CD3, CD4, T-BET y TIM 3 y la
tercera, para la deteccién de linfocitos Th2 (CD3, CD4, GATA-3) (Anexo 3).

Después del proceso de fijacion y permeabilizacion, adicionamos los anticuerpos
para la deteccion de citocinas intracelulares y factores nucleares, las CMN se incubaron
nuvamente por 25 minutos a 4 ©°C. Enseguida, las CMN fueron lavadas por
centrifugacion y resuspendidas en buffer de fijacion, en el cual se mantuvieron hasta la

adquisicién en el citometro.

Citometria De Flujo
Previo a la lectura de las muestras en el citdbmetro de flujo, se realizé una

compensacion de los anticuerpos marcados para evitar el traslape de la emision
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producida por los flurocromos. Las muestras se leyeron en el citometro de flujo BD Facs
Aria II (Becton Dickinson), adquiriendo entre 30-50 mil eventos para analizar las

poblaciones linfocitarias. Los datos se analizaron con el software Flow]Jo V10.0.8 (BD).

La estrategia de seleccién para la subpoblacion a estudiar, se realizé en primer
plano seleccionando eventos simples, comparando tamafio (altura vs area) y
granularidad (altura contra area) y después se seleccionaron a las células linfocitarias
(tamafio vs granularidad). Se seleccionaron las ventanas dependiendo de los
anticuerpos con los que se macé cada tubo del experimento. Se utilizaron controles
FMO (Fluorescence Minus One) para trazar las ventanas de las principales poblaciones

celulares de interés.

En el programa PRISMA se analizaron las diferencias entre pacientes fragiles y
no fragiles alos 4 y 12 meses de seguimiento, en la expresion de subtipos de células T,
asi como de expresidon de marcadores inflamatorios en estas, detectados por citometria

de flujo.

Métodos Estadisticos

Se realizd un calculo del tamafio de muestra basandonos en el estudio de
Pansarasa y cols.[38], en donde se analiz6 la diferencia entre la expresion de citocinas
proinflamatorias dependiendo del estado de fragilidad, donde para encontrar una
diferencia con un alfa 0.05 y beta 0.2, se requeria una N de 9 individuos por grupos. Se

utiliz6 el programa Stata v13 para realizar los analisis estadisicos.

Se describieron las caracteristicas demograficas y comorbilidades con
frecuencias y porcentajes para variables categéricas y medianas y rangos
intercuartilicos para variables continuas. Se analizaron las diferencias entre las
comorbilidades y variables demograficas, de acuerdo al estado de fragilidad a los 12
meses, mediante analisis univariado con prueba exacta de Fisher para variable

categéricas y prueba U de Mann-Whitney para variables continuas.
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El andlisis de la diferencia entre el porcentaje de células positivas a marcadores
Th1 como el factor nuclear T-Bet y las citocinas intracelulares: TNF, INF-y, e IL-10 y de
TH2 como el factor nuclear GATA-3 y la IL-4 intracelular dependiendo del estadio de
fragilidad y el tiempo de la medicién (4 o 12 meses) se realiz6 mediante la prueba

Anova de multiples vias.

La comparacién entre la presencia de los factores nucleares y citocinas en el
mismo sujeto en dos momentos (a los 4 y 12 meses), dependiendo de su estado de

fragilidad, se realiz6 mediante la prueba U de Mann-Whitney.

Se analizaron las diferencias entre los pacientes que mejoraron el fenotipo de
fragilidad contra los que no mejoraron al seguimiento, con respecto a la expresion de

factores nucleares, citocinas y el indice T-Bet/Gata3 mediante la prueba Wilcoxon.

Se analiz6 la asociacién entre las pruebas de desempeiio fisico individuales, tales
como la velocidad de la marcha, la Bateria Corta de Desempefio fisico (SPPB) y la fuerza
de prensidn a los 4 y12 meses y diversos marcadores linfocitarios mediante regresion

lineal.

La correlacién entre las pruebas de funcién pulmonar asi como los marcadores
de maduracion de los linfocitos CD4+ y de la diferenciacion de Th1/Th2 se analizé
mediante una matriz de correlaciéon de Pearson o Spearman de acuerdo a su
distribucidn, se consideré como significativa a aquellas correlaciones con un valor de

p<0.05.

Resultados

Caracteristicas generales y datos demograficos
Se reclutaron 49 pacientes para el presente estudio, después de realizar el
calculo del tamafio de muestra, se decidi6 elegir a 18 pacientes con fragilidad y 8 pre-

fragiles para obtener de estos la muestra de sangre periférica y las mediciones del

fenotipo de fragilidad de los 4 y 12 meses.
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A 26 pacientes se les logré obtener muestra de sangre periférica y realizar las
pruebas de desempefio fisico y medicién del fenotipo de fragilidad 4 y 12 meses del
egreso. Se perdieron 7 muestras por falta de viabilidad de las células obtenidas al
conteo después de descongelarse, a 1 paciente solo se pudo evaluar la muestra de la
valoracion de primera vez y a 6 de ellos la muestra de valoraciéon de 1 afio de
seguimiento, dado que la muestra de sangre periférica de la primera medicién no tuvo
suficientes células para medir los marcadores de interés. Por lo anterior, se cont6 con
26 pacientes, con un total de 52 muestras completas de 4 y 12 meses con su respectiva

evaluacion del fenotipo de fragilidad.

El 73% de los pacientes fueron mujeres (n=19) y la mediana del grupo fue de
72.4 anos (RIC 66.9-83.8). E1 61.5% de los pacientes provenian de la Ciudad de México
y 38.5% del Estado de México. E1 50% de los pacientes tenian una escolaridad de al
menos 9 afios, mientras que el 20.8% de los pacientes no tenian escolaridad. El 38.5%
de los pacientes era viudo y el 34% casado. En cuanto al estado de fragilidad, 18
pacientes lo presentaban en la primera valoraciéon y 16 lo hacian a un afio de

seguimiento.

Las variables relacionadas a hospitalizacién de la muestra categorizadas de
acuerdo al estado de fragilidad a los 12 meses se distribuyeron de la siguiente forma: la
mediana de dias de estancia intrahospitalaria fue de 19.5 dias para el grupo con sin
fragilidad a 1 afio y de 17.5 dias para el grupo con fragilidad. A 1 afio de seguimiento el
60% de los pacientes sin fragilidad y 62.5% de los pacientes fragiles requirieron
ventilaciébn mecanica invasiva, con una mediana de 10.5 y 10 dias de VMI para cada
grupo, respectivamente (Tabla 1). Con respecto a las comorbilidades, el 34.6% de los
pacientes tenia como factor de riesgo el tabaquismo, 50% tenia antecedente de
consumo de alcohol, 30.7% exposicion a humo de lefia y 15.4% tabaquismo pasivo. Las
comorbilidades mas frecuentes fueron hipertensién arterial sistémica en 76.92%,
diabetes mellitus tipo 2 en 53.8%, osteoartritis en 35%, cardiopatia isquémica en 23%,

enfermedad pulmonar obstructiva crénica en 19.2% e hipotiroidismo en 15.4%.
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Tabla 1. Caracteristicas demograficas, variables asociadas a hospitalizacion y
comorbilidades categorizadas de acuerdo al estado de fragilidad a 1 afio de
seguimiento

Sin fragilidad n=10 Con fragilidad n=16 p

Sexo femenino (n, %) 7 (70) 12 (75) 0.56
Estado civil casado (n, %) 4 (40) 5(31.25) 0.61
Edad (mediana, RIC) 68.72 (66.9-72.3) 76.8 (69.3-84.9) 0.03
Ventilacién Mecanica Invasiva 6 (60) 10 (62.5) 0.61
(n,%)

Dias de VMI (mediana, RIC) 10.5 (0-20) 10 (0-16) 0.91
Dias de estancia intrahospitalaria 19.5 (12 - 27) 17.5 (6-24) 0.37
(mediana, RIC)

Esquema completo de 4 (40) 11 (68.75) 0.14
inmunizacién contra SARS-CoV 2

(n, %)

Traqueostomia (n, %) 1(10) 1 (6.25) 0.63
Gastrostomia (n, %) 1(10) 1 (6.25) 0.63
Diabetes Mellitus tipo 2 (n, %) 7(70) 7 (43.75) 0.25
Hipertension Arterial Sistémica (n, 5 (50) 15 (93.75) 0.018
%)

Cardiopatia isquémica (n, %) 2 (20) 4 (25) 0.58
Enfermedad Pulmonar Obstructiva 2 (20) 3 (18.75) 0.66
Croénica (n, %)

Sindrome de Apnea Obstructiva 0 1(6.25) 0.61
del suefio (n, %)

Hipotiroidismo (n, %) 1(10) 3(18.75) 0.49
Enfermedad Acido-péptica (n, %) 4 (40) 3(18.75) 0.23
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Sintomas Post-COVID

Los sintomas post-COVID mas frecuentes en la primera valoraciéon fueron:

disnea en 73%, fatiga en 60% y los sintomas ansiosos y depresivos en 41.7% de los

pacientes. En la valoracién subsecuente, a 1 afio del egreso, los sintomas mas frecuentes

fueron fatiga moderada (ENA >3) en 66.6%, dolor moderado (ENA>3) en 42.1%, queja

de memoria en 47.4%, dolor articular en 52.6%, dolor muscular en 47.4%, sintomas

depresivos en 42.1% y tos en 21.05% de los casos. No se observaron diferencias en la

presentacion de sintomas post-COVID a los 4 meses del egreso (Tabla 2). Después de

12 meses del egreso, los pacientes con fragilidad tuvieron una mayor carga de sintomas,

principalmente disnea, insomnio, fatiga y dolor muscular (Tabla 3).

Tabla 2. Sintomas post COVID de acuerdo al estado de fragilidad a los 4 meses

Pre-fragilidad n=8 Fragilidad n=18 p

Sintomas depresivos (n, %) 2 (25) 9 (50) 0.23
Sintomas ansiosos (n, %) 2 (25) 9 (50) 0.23
Insomnio (n, %) 2 (25) 5(27.8) 0.63
Disnea (n, %) 5 (62.5) 13 (72.2) 0.67
Fatiga (n, %) 3 (37.5) 12 (66.7) 0.17
Tos (n, %) 0 4(22.2) 0.28
Cefalea (n, %) 1(12.5) 0 0.3

Dolor muscular (n, %) 0 3(16.7) 0.67

Tabla 3. Sintomas post COVID a los 12 meses de acuerdo al estado de fragilidad

basal
Pre-fragilidad n=8 Con fragilidad n=18 p
Sintomas depresivos (n, %) 3(37.5) 6 (40) 0.63
Sintomas ansiosos (n, %) 0 5(33.3) 0.09
Insomnio (n, %) 0 6 (40) 0.05
Disnea (n, %) 2(20) 14 (87.5) 0.001
Fatiga (n, %) 4 (40) 15 (100) 0.001
Tos (n, %) 1(12.5) 4 (26.7) 0.62
Cefalea (n, %) 1(12.5) 4 (26.7) 0.62
Dolor muscular (n, %) 1(12.5) 10 (66.67) 0.03
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Valoracion Geriatrica

En cuanto a los dominios geriatricos, el 45.8% de los pacientes tenia déficit
auditivo, el 25% déficit visual, el 42.3% tenia dependiencia moderada a grave (Barthel
<60 puntos) en la primera valoracion, recuperandose al un nivel de independencia
completa en el 90% de los casos en la valoracidon de 12 meses. La mediana del puntaje
del indice de Barthel a los 4 meses fue de 77.5 (RIC 25-95) y de 100 a los 12 meses (RIC
90-100). El puntaje total del indice de Lawton fue de 3.5 (RIC 1-6) puntos a los 4 meses

de seguimiento, recuperando a 7.5 (3.5-8) puntos al afio de seguimiento.

La valoracion de sarcopenia de acuerdo al tamizaje SARC-F, un 76.9% tenia
dificultad para cargar 5 kg en la primera valoracién y un 56% en la valoracién anual. El
50% de los pacientes tenia dificultad para caminar en la valoracion inicial y el 32% lo
presentaba en la valoracién anual. Un 61.5% de los pacientes refirié dificultad para
levantarse de la silla en la valoracion inicial y un 36% persistia con esta limitacidon
después de 1 afio del egreso. La dificultad para subir un piso de escaleras estaba
presente en 65.5% de los pacientes en la primera valoraciéon y en 56% de ellos al afio
de seguimiento. Un 19.2% de los pacientes referia haber tenido al menos una caida en
el ultimo afio en la valoracion inicial, lo cual increment6 a 40% en la segunda valoracidn.
53.8% de los pacientes tenia tamizaje positivo para sarcopenia (SARC-F 4 o mas puntos)

en la primera valoraciéon y 34.6% a un afio del egreso.

Con respecto al tamizaje de fragilidad de acuerdo a la escala FRAIL, el 11.5% de
los pacientes fue categorizado como robusto (FRAIL=0) en la primera valoracion,
38.5% de los pacientes tenia pre fragilidad (FRAIL=1-2 puntos) y 50% fue catalogado
como fragil (FRAIL=3-5 puntos) (Tabla 4).
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Tabla 4. Dominios de la Valoracion Geriatrica Integral en la primera y segunda

valoracion
Primera Segunda p
valoracion n=26 valoracion n=26
Puntaje total del indice de Barthel 77.5 (25-95) 100 (90-100) 0.001
(mediana, RIC)
Puntaje total de Lawton (mediana, RIC) 3.5 (1-6) 7.5 (3.5-8) 0.002
Puntaje total SARC-F (mediana, RIC) 4 (1-7) 2 (0-5) 0.04
Puntaje total FRAIL (mediana, RIC) 2.5(1-4) 2 (0-3) 0.11
Sarcopenia (SARC-F = 4 puntos) (n, %) 14 (53.8) 9 (34.6) 0.13
Fragilidad (FRAIL = 4 puntos) (n, %) 13 (50) 10 (38.5) 0.29

Mediciones de Desempefio Fisico

Se realizaron pruebas de desempefio fisico en la primera y segunda valoracién,
en la prueba corta de desempeiio fisico SPPB, se observd limitacion en el equilibrio en
50% de los casos en la primera valoraciéon y en 39.3% en la segunda valoracion,
mientras que pobre desempefo en la caminata de 4 metros y en la prueba de la silla se
encontro en 65.4 y 84.6% respectivamente en la primera valoracién y 65.3% y 91.3%
en la segunda valoracién. En la primera valoraciéon, 50% de los pacientes tenia pobre
desempefio fisico (0-6 puntos), 19.2% tenia desempefio fisico moderado (7-9 puntos)
y 31.07% tenia buen desempefio fisico (10-12 puntos). Después de.1 afio del egreso, el
21.1% tenia pobre desempefio fisico, 48.87% desempeiio fisico moderado y 21.74%

buen desempefio fisico.

Las medianas y rangos intercuartilicos del resto de pruebas de desempefio fisico
en la primera valoracidn fueron: para mujeres, velocidad de la marcha de 0.66 m/seg
(0.48-1), prueba de la silla 12.9 seg (11.9-17) y fuerza de prensién de 14.2 (0.1-18.2);
para hombres, velocidad de la marcha de 0.7 m/seg (0.4-1.1), prueba de la silla 13.7 seg
(10.9-17.5) y fuerza de prension de 18.4 (13.8-31.5). En la valoracién de 1 afio de
seguimiento, se obtuvieron los siguientes puntajes de las pruebas de desempefio fisico:

para mujeres, velocidad de la marcha de 0.63 m/seg (0.53-0.8), prueba de la silla 19.85
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seg (14.69-28) y fuerza de prension de 18.5 kg (15.6-19.5); para hombres, velocidad de
la marcha de 1 m/seg (0.66-1.08), prueba de la silla 14.2 seg (11-20.4) y fuerza de
prension de 29.83 kg (21.3-34.63) (Tabla 5).

Tabla 5. Mediciones de desempeiio fisico de acuerdo al sexo

Femenino (n=19) Masculino (n=7) p
Velocidad de la marcha a los 4 0.66 (0.48-1) 0.7 (0.4-1.1) 0.75
meses (mediana, RIC)
Velocidad de la marcha a los 12 0.62 (0.57-0.8) 1 (0.66-1.08) 0.048
meses (mediana, RIC)
Fuerza de prension a los 4 meses 14.2 (9.1-18.2) 18.4 (13.8-31.5) 0.07
(mediana, RIC)
Fuerza de prension a los 12 meses 18.2 (15.2-19.25) 29.8 (21.3-34.63) 0.01
(mediana, RIC)
SPPB a los 4 meses (mediana, RIC) 7 (3-11) 5(4-11) 0.68
SPPB a los 12 meses (mediana, 7 (6-9) 9 (9-11) 0.06
RIC)
Prueba de la silla a los 4 meses 12.9(11.9-17) 13.7 (10.9-17.5) 0.95
(mediana, RIC)
Prueba de la silla a los 12 meses 20.2 (14.7-28) 14.2 (11-20.4) 0.14

(mediana, RIC)

El desempefio en las pruebas de funcién respiratoria fue similar entre los

pacientes fragiles o no fragiles a un afio de seguimiento en cuanto a los niveles de DLCO

y el indice VEF1/FV(, se encontr6 una diferencia significativa entre los litros de VEF1

y CVF, siendo estos mayores en los pacientes no fragiles a un afio. No se encontré

diferencia en los porcentajes de predicho de la CVF, FEV1 o DLCO entre ambos grupos

(Tabla 6).
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Tabla 6. Pruebas de funcion pulmonar a un aifo del egreso dependiendo del

fenotipo de fragilidad basal

Sin fragilidad Con fragilidad p
n=7 n=13
CVF en litros (mediana, min- 2.9 (1.9-4.2) 2.1 (1.6-3.8) 0.01
max)
CVF % predicho (mediana, min- 102 (75-107) 86 (53-116) 0.64
max)
VEF1 en litros (mediana, min- 2.6 (1.6-3.7) 1.8 (0.9-2.4) 0.008
max)
VEF 1 % predicho (mediana, min- 110 (83-114) 88 (48-137) 0.16
max)
VEF1/CVF (%) (mediana, min- 80.9 (77.8-89.7) 82.6 (39.4-91.9) >0.9
max)
DLCO en litros (mediana, min- 4.8 (3.9-5.2) 5.04 (1.3-6.4) 0.82
max)
DLCO % predicho (mediana, min- 81 (61-97) 67.5 (41-90) 0.11
max)

Se empled la prueba U de Mann-Whitney para analizar las diferencias entre grupos.

Fenotipificacion de linfocitos T dependiendo del fenotipo de fragilidad en la valoracién

inicial

Se realizé la fenotipificacion de los linfocitos T en los pacientes en su valoracion
inicial y se realiz6 comparacién de sus proporciones de acuerdo al estado de fragilidad.
Se encontrd una media de 49.6% de células CD4+ en pacientes fragiles y 52.14% en
pacientes no fragiles (p 0.98), mientras que los porcentajes de células CD8+ fueron de
47.6% en pacientes fragiles y 50.2% en pacientes no fragiles (p 0.98) (Figura 1 a). Al
analizar las diferencias en los subtipos celulares, se encontré que tanto los pacientes
fragiles como los no fragiles tienen una mayor proporciéon de linfocitos CD4+ de

memoria central que de memoria efectora, siendo estas diferencias estadisticamente
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significativas (Figura 1 b). No se encontraron diferencias en los subtipos de células

CD8+ (Figura 1 c).

Figura 1. Marcadores de estadio de maduracion de linfocitos T CD4+ Th1/Th2

dependiendo del estadio de fragilidad a los 4 meses de seguimiento
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Figura 1. El porcentaje de células CD4 y CD8 no se afecta dependiendo del estado de fragilidad.
Tanto los pacientes fragiles como los no fragiles tienen un menor porcentaje de células CD4+
de memoria central en comparacién con las de memoria efectora. No se encontr6 diferencias
en los subtipos de las células CD8+ dependiendo del estadio fenotipo de fragilidad.

Asociacidn entre el fenotipo de fragilidad y los marcadores Th1/Th2 en la valoracion
inicial

En la valoracidn inicial, la mediana del porcentaje de células CD4+ T-Bet+ fue de
76.8 (7.4-87.4) en pacientes fragiles y de 71.7 (11.1-94.4) en pacientes no fragiles. La
mediana del porcentaje de células CD4+ GATA-3+ fue de 10.4 (0.5-45.6) en pacientes
fragiles y de 5.4 (0.2-37.5) en pacientes no fragiles. Se encontré una mayor proporcion
de linfocitos CD4+ T-Bet+ tanto en pacientes fragiles como en los no fragiles, sendo esta

diferencia estadisticamente significativa (Figura 2).
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Figura 2. Factores nucleares de linfocitos T CD4+ Th1/Th2 dependiendo del

fenotipo de fragilidad en la valoracion inicial
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Figura 2. Los pacientes fragiles y no fragiles mostraron una mayor proporciéon de linfocitos
CD4+ T-Bet+ que de CD4+ GATA-3+. No se encontrd diferencia significativa en el indice T-
Bet/GATA-3 en pacientes fragiles o no fragiles en la valoracién inicial.

Con respecto a las citocinas intracelulares en la valoracion de cuatro meses, se
encontré una mediana de porcentaje de células CD4+ TNF+ de 0.78 (0.06-14.7) en
pacientes fragiles y de 4.2 (1.5- 62.2) en pacientes no fragiles. La mediana del
porcentaje de CD4+ IFN-y+ fue de 0.1 (0-23.7) en pacientes fragiles y de 0.1 (0-2) en
pacientes no fragiles. La mediana de CD4+ IL-10+ en pacientes fragiles fue de 18.9% (0-
43.4%) en pacientes fragiles y de 13.2 (0-29.8) en pacientes no fragiles. Se encontré una
mayor proporcién de linfocitos CD4+ IL-10+ en comparacion con células CD4+ [FN-y+
tanto en pacientes fragiles como no fragiles (Figura 3 a). La mediana del porcentaje de
células T CD4+ TIM3+ fue de 1.9% (0.3-37.4) en pacientes fragiles y de 21.9 (0.9-80.3)
en pacientes no fragiles, sin encontrarse una diferencia estadisticamente significativa

entre ambos grupos (Figura 3 b).
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Figura 3. Citocinas Th1/Th2 dependiendo del fenotipo de fragilidad en la

valoracion inicial
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Figura 3. Tanto los pacientes fragiles como los no fragiles expresan una mayor proporcion de
células CD4+ IL-10+ en comparacién con las células T CD4+ IFN-y+. No se encontré una
diferencia en la proporcion de células CD4+TIM-3+.

Subtipos de linfocitos T CD4+ dependiendo de la mejoria en el fenotipo de fragilidad al
seguimiento

De acuerdo al indice de fragilidad utilizado en la Encuesta Mexicana de Salud y
Envejecimiento (ENASEM) un 69% de los pacientes catalog6 positivo para fragilidad en
la primera valoracion y un 61.5% lo hicieron en la valoracién de 1 afio de seguimiento.
Con respecto a los cambios en el estado de fragilidad al seguimiento, un 50% (n=13) de
los pacientes mejord respecto a su estado de fragilidad basal, mientras que un 50%
(n=13) no mejord con respecto a su estado de fragilidad.

En cuanto a los linfocitos CD4+ virgenes, en la primera valoracidn, los pacientes
que no mejoraron el estado de fragilidad mostraron una mediana de porcentaje de 15.4
(2.2-53) y alos 12 meses de 11.7 (2.7-42.2%). Los pacientes que mejoraron su estado
de fragilidad tuvieron una mediana de porcentaje de linfocitos T CD4+ de 11.9% (1.5-
2.1) alos 4 mesesy de 9.7 (2.1-49.4%) a los 12 meses del seguimiento.

La mediana del porcentaje de células CD4+ de memoria central fue de 28.2%

(6.2-64.8) en pacientes que no mejoraron a los 4 meses y de 30.5% (4.8-68.8) alos 12
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meses. Los pacientes que mejoraron su estado de fragilidad tuvieron una mediana de
porcentaje de 34.5 (7.5-69.3) alos 4 meses y de 28.6 (11.6-52.2) a los 12 meses.

Con respecto a las células CD4+ de memoria efectora, la mediana del porcentaje
fue de 45.8% (2.1-61.5) a los 4 meses, en los pacientes que no mejoraron su estado de
fragilidad y de 42.1% (2.5-62) a los 12 meses. Los pacientes que mejoraron su estado
de fragilidad, tuvieron una mediana de 50.5% (4.3-68.7) de células CD4+ de memoria
efectora a los 4 meses yde 51 (5.9-64.4) alos 12 meses.

La mediana del porcentaje de células CD4+ TEMRA fue de 4.1% (0-27.4) a los 4
meses en los pacientes que no mejoraron y de 1.7 (0.3-37.4) a los 12 meses. Los
pacientes que mejoraron su estado de fragilidad, tuvieron una mediana de 4.9% (0.04-
23.6) alos 4 meses y de 3.7 (0-33.3) alos 12 meses.

No se encontr6 una diferencia entre los porcentajes de los diferentes subtipos
de células CD4+ en pacientes que mejoraron y los que no mejoraron en el estado de
fragilidad ni alos 4 o 12 meses de seguimiento (Figura 4).

Figura 4. Subtipos de células CD4+ dependiendo de la mejoria en el fenotipo de

fragilidad alos 4y 12 meses de seguimiento
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Figura 4. Los pacientes fragiles y no fragiles expresan el mismo porcentaje de subtipos de
células T CD4+ independientemente de la mejoria en el estado de fragilidad, tanto a los 4 como
alos 12 meses.
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Citocinas Th1/Th2 dependiendo de la mejoria del fenotipo de fragilidad

A los 4 meses, la mediana de porcentaje de T-Bet de los pacientes que no
mejoraron el fenotipo de fragilidad fue de 74.5% (14.1-94.4) y de 73.7 (17.4-87.4) en
los pacientes que mejoraron. A los 12 meses, la mediana de porcentaje de las células
positivas para este factor nuclear fue de 74.2 (10.5-87.9) en los pacientes que no
mejoraron y de 70.9 (15.2-84.2) en los pacientes que mejoraron.

Con respecto al factor nuclear GATA-3+, la mediana del porcentaje de células
positivas fue de 16.2% (7.5-65.6) a los 4 meses en pacientes que no mejoraron y de 4.2
(0.8-18.7) en pacientes que mejoraron. A los 4 meses, la mediana de porcentaje de CD4+
GATA-3+ alos 12 meses fue de 5.8 (1-19.1) en pacientes que no mejoraron y de 10.6
(2.6-44.6) en pacientes que mejoraron.

El indice T-Bet/GATA-3 fue de 3.2 (0.3-12.6) a los 4 meses en los pacientes que
no mejoraron y de 14.8 (4-114.3) en pacientes que mejoraron. A los 12 meses, la
mediana de este indice fue de 8.5 (3.4-41.8) en pacientes que no mejoraron y de 4.6
(1.7-14.1) en los pacientes que mejoraron.

Los pacientes que no mejoraron el fenotipo de fragilidad tuvieron un menor
indice Th1/Th2 en comparacién con aquellos que se recuperaron, esto se explica con
un mayor porcentaje de linfocitos T CD4+ GATA-3 en aquellos pacientes que no se
recuperaron, sugiriendo una mayor proporciéon de células Th2 a cuatro meses en
aquellos que no se recuperaron (Figura 5).

Figura 5. Factores nucleares Th1/Th2 dependiendo de la mejoria en el fenotipo
de fragilidad
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Figura 5. Los pacientes que mejoraron su estado de fragilidad tuvieron un mayor indice T-
Bet/GATA-3 en la valoracion de 4 meses, corroborado por un menor porcentaje de células T
CD4+ GATA-3+ en estos pacientes que mejoraron .
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Citocinas Th1/Th2 intracelulares de acuerdo a la mejoria en el estadio de fragilidad

Este estudio evalu6 el porcentaje de células positivas para citocinas
intracelulares en adultos mayores, analizando su relacion con la mejora en el fenotipo
de fragilidad a los 4 y 12 meses. A los 4 meses, aquellos que no experimentaron mejoria
en fragilidad mostraron mayores niveles de células CD4+TNF+ 1.5% (0.6-5.1) en
comparacién con los que mejoraron 0.4%, 0.05-3.1). En CD4+IFN- y +, los adultos
mayores mejoradores presentaron un incremento significativo (0.9%, 0-2) en
comparacién con los que no mejoraron (0.1%, 0-0.3). Asimismo, CD4+IL-10+ mostré
un aumento en los que mejoraron (19.3%, 0-32.2) frente a los no mejoradores (15.4%,
0-29.8). En cuanto a las células CD4+TIM-3+, los adultos mayores no mejoradores
exhibieron la mediana mas alta (11.2%, 0.9-46.2), mientras que los que mejoraron
mostraron el minimo (1.6%, 0.3-14.4) a los 4 meses. A los 12 meses, estas tendencias
persistieron, resaltando la asociacion entre la mejora en el estado de fragilidad y la
expresion especifica de citocinas en células CD4+.

Los pacientes que se recuperaron del fenotipo de fragilidad, tuvieron un mayor
porcentaje de células T CD4 positivas para IFN- y a 12 meses de seguimiento,
comparados con aquellos que no se recuperaron. Asi mismo, los pacientes que se
recuperaros mostraron una elevacion de células positivas para TNF y TIM-3
intracelular a los 12 meses (Figura 4). De igual manera, se observé una elevacion de
las citocinas proinflamatorias circulantes IFN- y, TNF y el mediador TIM-3 en aquellos

pacientes que mejoraron el estado de fragilidad a 12 meses (Figura 5).
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Figura 6. Citocinas intracelulares a los 4 y 12 meses dependiendo de la mejoria

en el fenotipo de fragilidad
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Figura 6. Los pacientes que mejoraron el estado de fragilidad tuvieron una mayor proporcion
de células CD4+ TNF+, IFN-y y TIM-3+ a los 12 meses, en comparacion con los pacientes que no
mejoraron. Los pacientes que mejoraron mostraron una elevacién de IFN-y y TIM-3

comparando la medicién de los 4 con la de 12 meses.

Citocinas Th1/Th2 circulantes de acuerdo a la mejoria en el fenotipo de fragilidad

A los 4 meses, aquellos que no mostraron mejoria en fragilidad exhibieron
niveles de células CD4+TNF+ y CD4+IFN+ del 0% al 5.9% y del 0% al 105%,
respectivamente. En contraste, los que mejoraron no presentaron expresion de
CD4+IFN+ y tuvieron un rango del 0 a 55 pg/ml en CD4+TNF+. En CD4+GAL-9+, se
observaron niveles mas altos en los adultos mayores que mejoraron, con valores que

oscilaron entre 3389 y 5585, en comparacién con los no mejoradores, cuyos niveles
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variaron entre 2237 y 3899. Asimismo, en CD4+TIM-3+, los que mejoraron mostraron
niveles mas elevados (rango: 1705-9532) en comparaciéon con los no mejoradores
(rango: 1371-4912). Estas diferencias persistieron a los 12 meses, destacando la
importancia de la expresién diferencial de citocinas en la dindmica de fragilidad en

adultos mayores.

Figura 7. Diferencia en los niveles de citocinas circulantes de acuerdo a la

mejoria en el fenotipo de fragilidad
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Figura 7. Los pacientes que mejoraron su estado de fragilidad mostraron una mayor
concentraciéon de TNF+ circulante a los 12 meses con respecto a los que no mejoraron, asi como
una elevacidn de esta citocina con respecto a como se encontraba a los 4 meses. De igual forma,
los pacientes que mejoraron el fenotipo de fragilidad tuvieron una mayor concentracién de
TIM-3 circulante a los 4 meses, al compararlo con los que no mejoraron tanto a los 4 como a los
12 meses.
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Correlacion entre el estadio de maduracién de linfocitos CD4 y marcadores Th1/Th2
con las funcién musculoesquelética determinada por pruebas de desemepefio fisico

Se realizé una regresion lineal para analizar la asociacion entre el indice T-
Bet/GATA3+ y las diferentes mediciones de desempefio fisico, encontrando una
asociacion negativa significativa entre el indice T-Bet/GATA3+ en la primera valoracion
y la fuerza de prension, velocidad de la marcha y el SPPB al afio de seguimiento (Tabla

7).

Tabla 7. Regresion linear del indice T-Bet/GATA 3 en la primera valoracion y las

variables de desempeiio fisico

Variable Coef Error estandar p IC95%

FP 4 m -2.97 1.78 0.113 -6.7 0.78
FP12m -2.84 1.52 0.078 -6.05 0.36
VM 4 meses -75.87 44.48 0.105 -169 17.75
VM 12 meses -108.015 46.22 0.031 -205.13 -10.9
SPPB 4 meses -5.31 3.82 0.181 -13.34 2.71
SPPB 12 meses -10.79 4.65 0.032 -20.57 -1.01

FP= fuerza de prensién
VM= Velocidad de la marcha

Con respecto a los estadios de maduracion de los linfocitos T CD4+ el tener un
mayor porcentaje de linfocitos T de memoria central (CD4+ CD54RA-CCR7+) se
correlacioné de forma negativa a la velocidad de la marcha y el SPPB a los 12 meses
(Tabla 8), mientras que el tener una mayor proporcion de linfocitos T efectores en la
primera valoracién (CD4+ CD54RA+CCR7-) se asocié positivamente a un mejor

desempefio en la prueba SPPB al afio de seguimiento (Tabla 9).
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Tabla 8. Regresion lineal del conteo de Linfocitos CD4+ memoria central (CD45-

CCR7 +) en la primera valoracion y las variables de desempeiio fisico

Variable Coef Error estandar p IC95%

FP 4 m -1.12 0.68 0.12 -2.57 0.32
FP 12 m -0.62 0.62 0.33 -1.94 0.69
VM 4 meses -14.68 18.04 0.427 -52.75 23.38
VM 12 meses -39.49 17.8 0.041 -77.11 -1.86
SPPB 4 meses -2.12 1.48 0.18 -5.25 1.01
SPPB 12 meses -5.27 1.60 0.004 -8.64 -1.89

FP= fuerza de prension

VM= Velocidad de la marcha

Tabla 9. Regresion linear del conteo de linfocitos CD4+ efectores- RA (CD45+ CCR7

-) en la primera valoracién y las variables de desempeiio fisico

Variable Coef Error estandar p IC95%

FP 4 m 0.48 0.32 0.158 -0.204 1.163
FP 12 m 0.19 0.29 0.52 -0.433 0.823
VM 4 meses 0.414 8.57 0.962 -17.68 18.51
VM 12 meses  9.89 9.13 0.294 -9.37 29.16
SPPB 4 meses  0.529 0.72 0.473 -0.99 2.05
SPPB 12 meses 1.82 0.847 0.046 0.038 3.612

FP= fuerza de prensién

VM= Velocidad de la marcha

Correlacion entre el estadio de maduracion de linfocitos CD4 y marcadores Th1/Th2

con la funcién pulmonar

Mediante el andalisis de correlacion de los marcadores inflamatorios con el

desempefio de las pruebas de funciéon pulmonar a un afio de seguimiento, utilizando el

método de Pearson o Spearman de acuerdo a la distribucién de la variable dependiente,

se observd una correlacion significativa entre la citocina proinflamatoria INF-y+ y una

menor funcién pulmonar medida mediante el indice FEV1/FVC y menor difusiéon de

monoxido de carbono a un afio de seguimiento (Figura 6).

30



El indice FEV1/FVC mostré una correlacion negativa Con las células CD4

positivas a interferén gama intracelular tanto a 4 meses del egreso de hospitalizacion

por COVID (rho -0.615, p 0.02), como al afio de seguimiento (rho -0.648, p 0.003). La

difusién del monéxido de carbono tuvo una correlaciéon negativa con el porcentaje de

células CD4+ positivas a diversas citocinas inflamatorias presentes a los 4 meses del

egreso, tales como interleucina 10 (rho -0.705, p 0.007), interferén gamma (rho -0.673,
p 0.008) e interleucina 4 (rho -0.716, p 0.013).

Figura 6. Correlacion entre las mediciones de funcion pulmonar y las citocinas

proinflamatorias
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Discusion

En este estudio describimos la trayectoria del fenotipo de fragilidad después de
un aflo de seguimiento posterior a la infeccion por SARS-CoV2, asi como los
mecanismos inflamatorios relacionados a la presencia de esta condiciéon y su
recuperacion. La prevalencia de fragilidad se asocié de forma significativa a factores
previamente descritos, como son una mayor edad[39], y el tener hipertension arterial
sistémica[40]. A pesar de que el envejecimiento no es sinénimo de fragilidad, parte del
sustrato de este fenémeno conlleva mecanismos relacionados con el envejecimiento, y
explica la progresion de la fragilidad[41]. De igual manera, la hipertensién incrementa
el riesgo de enfermedad cardiovascular, enfermedad arterial periférica y deterioro
cognitivo, todos estos predisponiendo a un mayor riesgo de fragilidad[42]. Ademas de
asociarse a una mayor prevalencia de hipertension, el tener fragilidad se asocia también

a un peor control de esta[43].

Los individuos que presentaban fragilidad en la valoraciéon basal, tuvieron
también una mayor prevalencia de sintomas a un afio de seguimiento, tales como
disnea, fatiga y dolor muscular. Si bien, algunos de los componentes del fenotipo de
fragilidad comparten también aquellos del sindrome postCOVID, tal como la fatiga,
otros marcadores de desempefio fisico, como la disminucién en la velocidad de la
marchay la pobre fuerza de prension, pueden ser predictores de una mayor prevalencia
de secuelas a largo plazo, como se muestra en las pruebas de funcién pulmonar. Los
pacientes fragiles en la primera valoracion tuvieron una mediana mas baja de capacidad
vital forzada, asi como de volumen espiratorio forzado a un afio de seguimiento. En
otros contextos, como seria la enfermedad pulmonar obstructiva cronica, la fragilidad
se asocia a un peor desempefio en las pruebas de funcion pulmonar[44]. A pesar de que
un menor volumen espiratorio forzado o una menor capacidad vital forzada se asocian
a una mayor incidencia de fragilidad en el seguimiento, en nuestro caso, encontramos
que, en enfermedades agudas inflamatorias, tales como la COVID-19, el tener fragilidad
se asocia a una peor funcion al seguimiento, sugiriendo un mecanismo causal entre

estas condiciones.
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A pesar de que el envejecimiento se ha descrito como un proceso azaroso de
acumulacion de dafio, se sabe también no ocurre asi en todos los individuos por igual,
es un proceso heterogéneo, que conlleva cambios moleculares los cuales varian
dependiendo del individuo, en parte determinado por las exposiciones a las que el
individuo ha estado expuesto alo largo de lavida[45] . Estos estresores pueden ir desde
factores ambientales y socioecondémicos[46], hasta la exposicibn a procesos
inflamatorios, como lo seria la infecciéon por SARS-CoV 2 abordada en este estudio. La
complejidad e integracion del sistema inmune nos ofrece un panorama de la funcién de
un organismo en general y cdmo se ha afectado con el envejecimiento[47] , por lo que
el estudio de como se asocia al fenotipo de fragilidad y las caracteristicas de este,
asociadas a una recuperacion de este estado, nos ayudan a entender los mecanismos d
respuesta a estresores que deben ser considerados para considerar a un adulto mayor

como resiliente.

La afeccion del SARS-CoV 2 sobre el sistema inmune produce efectos a corto
plazo, los cuales han sido descritos previamente[48], sin embargo, los efectos a
mediano o largo plazo no estdn completamente dilucidados. El estrés agudo que
produjo esta enfermedad inflamatoria, podria desembocar en una adaptacién o
deterioro progresivo, y esto a su vez, llevar al desarrollo de fenotipos sistémicos, como

el de la fragilidad.

Las modificaciones de la respuesta inflamatoria que ocurren con la edad dan pie
a una inflamacion crénica dindmica, progresiva y sistémica, denominada inflammaging,
que se ha descrito como un incremento en los factores pro inflamatorios y disminucién
en los mecanismos anti inflamatorios[49], y se ha asociado a desenlaces adversos, como
una mayor prevalencia de enfermedades cardiovasculares, neurodegenerativas[50],
musculoesqueléticas y cancer[51]. En nuestro estudio, observamos un indice mayor T-
Bet/Gata3 en aquellos individuos fragiles a los 12 meses comparados con los pacientes
fragiles alos 4 meses y con los no fragiles alos 12 meses. Lo anterior sugiere una mayor

proporcién de células proinflamatorias Th1 en los pacientes fragiles, apoyando el efecto
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deletéreo de los mecanismos pro-inflamatorios en desenlaces poco favorables, como la

fragilidad.

Una mayor proporciéon de células Th1l se correlaciond de forma negativa con
parametros de desempefio fisico, como la fuerza de prensién, la velocidad de la marcha
y el SPPB en la primera valoracion, sugiriendo que niveles basales mas altos de células
proinflamatorias podrian afectar negativamente el desempefio muscular en etapas

tempranas posteriores a una infeccién aguda.

La inmunidad mediada por las células T es una de las que sufre los principales
cambios derivados del envejecimiento, caracterizado por involucion timica, observada
por una disminuciéon en el volumen tanto de la corteza como de la médula, la
desorganizacion de la arquitectura de las células epiteliales y el reemplazo del estroma
por tejido adiposo[52], y derivando en defectos en las células hematopoyéticas, con
disminucién en la diferenciacion del linaje linfoide, disminucién en la generacion de
precursores linfoides y un incremento en la diferenciacion mieloide[53]. Con el
envejecimiento existe una disminucion en el nimero de linfocitos T asi como en la
diversidad del repertorio de sus receptores, con pérdida en la diversidad de la
respuesta[54]. Otras funciones alteradas en las células T incluyen una reduccion en la
proliferacidn, en la funcion efectora, la formacion de sinapsis, deteriora la generacion
de sefiales intermediarias, frena la induccién de factores de transcripciéon y produce

diferenciacion incompleta de las moléculas efectoras y de su diferenciacion[55].

Ademas de los cambios previamente comentados, en el envejecimiento de los
linfocitos T se observan otros cambios que comparten con los pilares del
envejecimiento en otros tejidos, tales como la disfuncion mitocondrial con la
subsecuente adquisicion de un fenotipo proinflamatorio, pérdida de la proteostasis y
un desequilibrio entre las células T virgenes y las células T de memoria las cuales se

acumulan con el envejecimiento como resultado de estimulacién antigénica.[56]

El envejecimiento conlleva un desgaste continuo en sistemas fisiolégicos, que

convergen en una fatiga de la capacidad intrinseca, y predisponen a mayor
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susceptibilidad ante estresores.[57] La recuperacion ante estos estresores depende de
la reserva biolégica[58], la cual disminuye ante la presencia de diversos factores tales
comorbilidades o como en este caso, la exposicion a enfermedades agudas que simulan

un envejecimiento acelerado.

Las consecuencias de enfermedades inflamatorias como la COVID-19 impactan
de forma significativa los servicios de salud y pueden ser causantes de discapacidad a
largo plazo, por lo que entender las bases bioldgicas de los pacientes que presentan
fragilidad a mediano plazo, después de haber atravesado una enfermedad grave por
COVID-19, puede ayudarnos a identificar factores que los predispongan a presentar
este estado de fragilidad a largo plazo y guiar terapias efectivas. Siguiendo esta linea en
otros paises, como Reino Unido[59] y los Estados Unidos Americanos[60], se han
establecido comunidades cientificas enfocadas a realizar investigacion que permita
entender el espectro de recuperacion del COVID largo y descibrir las causas biolégicas
que pueden estar relacionadas con el desarrollo de COVID largo.

La infeccion por SARS-CoV 2 puede tener efectos deletéreos en adultos mayores,
tales Aunque se conoce que el SARS-CoV 2, asi como otras enfermedades como el SARS
y MERS (Middle East Respiratory Syndrome) promueven un estado pro inflamatorio, y
se asocian a secuelas después de la infeccion,[61, 62] hasta ahora no se habia descrito
la proporcién de linfocitos T en pacientes que sufrian este tipo de enfermedades, ni
cémo la proporcidn de estos influia en la aparicién de secuelas a corto y mediano plazo

en adultos mayores, como en este caso, el estado de fragilidad.

La COVID-19 puede tener efectos perjudiciales en pacientes mayores ,como
disminucién en la capacidad funcional, alteraciones en el desempefio fisico, bienestar
emocional y un mayor riesgo de fragilidad[63]. Estos efectos estdn vinculados a
alteraciones en el sistema inmunolégico, incluida la inflamacién crénica y la respuesta
inmunitaria alterada [64]. Los patrones de células T en envejecimiento, caracterizados
por niveles elevados de células T auxiliares, células T efectoras CD8 +, células B
ingenuas y células T de memoria efectoras CD4 +, contribuyen al desarrollo de

autoinmunidad latente y fragilidad en individuos post-COVID [65].
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Los eventos celulares y moleculares que ocurren posterior a procesos
inmunolégicos como los ocurridos tras la infecciéon por SARS-CoV 2 podrian definirse
como retos inflamatorios. Esta respuesta inflamatoria varia dependiendo del tipo de
estimulo generado, ayudando inicialmente a combatir al estresor que lo desencadend y
resolver el dafio ocasionado por este. Sin embargo, si la inflamacién no termina de
forma efectiva, puede dar como resultado inflamacién crénica causante de mal

funcionamiento de los tejidos y sistemas.[66]

Nuestro estudio se adentra en el equilibrio linfocitico como indicador de una
menor resistencia y una disminucién de la probabilidad de recuperacién de la fragilidad
después de una enfermedad viral grave como el COVID-19. Los pacientes que
mejoraron su estado de fragilidad mostraron un perfil Th1l elevado durante su
evaluacion inicial y una mayor produccidén de citoquinas Th1 en el seguimiento al afio.
Estos hallazgos sugieren que restablecer una respuesta inmunoldgica equilibrada,
especialmente promoviendo la activacion de las células Thl, puede facilitar la
recuperacion de la fragilidad en individuos afectados por el COVID-19. Lo anterior
implica que la respuesta inmunitaria, especialmente el equilibrio entre las células Th1
y Th2, podria desempefiar un papel crucial en la determinacion de la recuperaciéon de

la fragilidad después de la infeccién aguda por SARS-CoV-2.

En la etapa aguda de la COVID-19, los adultos mayores presentan elevacion
predominante de IL-6, sobre todo aquellos con comorbilidades, asociandose esto
también a una mayor severidad de la enfermedad. En el estudio de Freitas et al[8], en
el cual se evaluaron los niveles de citocinas en pacientes con COVID-19 agudo y con
condicion post COVID. Los pacientes con sintomas persistentes de COVID-19 mostraron
niveles mas altos de IL-17 e IL-2 que los pacientes sin secuelas, y aquellos asintomaticos
presentaron niveles mayores de IL-10 e IL-4. Los pacientes de 60 afios y mas aquellos
con comorbilidades tuvieron niveles mas altos de IL-6, intensificando el proceso
inflamatorio a largo plazo. Los pacientes con COVID largo mostraron asi, una posible
firma molecular caracterizada por un perfil inflamatorio de Th17, con una reduccién en

la respuesta anti inflamatoria mediada por IL-4 e IL-10. Estos hallazgos se confirman
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en nuestro estudio, dado que aquellos pacientes con menor afeccion a largo plazo, en
este caso evaluada mediante el fenotipo de fragilidad, muestran una mayor proporciéon
de células con efecto anti inflamatorio Th2 medido por el factor nuclear GATA-3 que
aquellos con mayor fragilidad, que mostraron una mayor proporcion de células

inflamatorias Th1.

La activacion del sistema inmune contra el virus puede activar los mecanismos
inflamatorios a largo plazo, causando fatiga de estos sistemas, y contribuyendo a la
inmunosenescencia. La inmunosenescencia acelerada por la infeccion grave por SARS-
CoV-2 puede contribuir a la aparicion de secuelas a largo plazo, predisponiendo

también a una respuesta ineficaz ante las infecciones.[67]

La hiperactivacién inflamatoria derivada de la infeccién aguda por SARS-CoV 2
se ha propuesto como un mecanismo de aceleraciéon de la senescencia de las células
inmunes. Las células senescentes estan en un estado de paralisis en el ciclo celular, pero
se mantienen metabdlicamente activas, secretando moléculas bioactivas, con lo
denominado el fenotipo secretor asociado al envejecimiento (SASP por sus cifras en
inglés “senescence associated secretory phenotype”)[68]. El SASP generalmente se
describe como proinflamatorio y sus componentes incluyen factores de sefializacion
como quimiocinas (proteinas quimioatrayentes de monocitos, proteinas inflamatorias
de macroéfagos y eotaxinas), citocinas (IL-1, IL-6, IL-7, IL-8, IL-13, IL-15), factores
moduladores del crecimiento (IGF, EGF, FGE VEGF), angiogénicos, proteasas,
metaloproteinasas de matriz. El SASP suele describirse como proinflamatorio y tiene
un impacto en las células dependiendo de su tipo y de los estimulos que originaron esta
senescencia, como podria ser senescencia replicativa[69], inducida por dafio en el DNA,
inducida por oncogenes[70], por cambios en la estructura telomérica, cambios
epigenéticos[71], disfuncién mitocondrial, estrés oxidativo, radiacién o privacién de
nutrientes. El SASP promueve efectos asociados con remodelamiento de los tejidos,
modulan la migracién celular, inducen a senescencia periférica[72] y activacion de las
células inmunes[73]. Dependiendo del contexto, el SASP puede tener efectos benéficos

o deletéreos, eliminando células dafadas al estimular a las células inmunes pero
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también creando un microambiente inflamatorio que puede dafiar a los tejidos. E1 SASP
puede contribuir a la inflamacion relacionada con el envejecimiento, la disregulacion

metabdlica, enfermedades crdnicas y sindromes geriatricas.

Esta hiperactivacidn, la cual se refuerza por las alteraciones caracteristicas de la
senescencia celular, da como resultado una paralisis células en los linfocitos T. En el
estudio de Kalfaoglu y colaboradores[74]se demostré que la infeccidon severa por SARS-
CoV 2, las células T CD4 hiperactivadas se diferenciaban a multiples subtipos celulares,
demostrando caracteristicas multifacéticas entre Th1l y Th2. Los pacientes con
infeccion severa tenian una menor expresion de genes inducidos por interferén y un
incremento en genes inmunorreguladores tales como marcadores de activaciéon de
células T reguladoras y checkpoints inmunes como CTLA4, TIM-3 y galactina-3.
Dependiendo del tiempo de evolucion, y de la severidad del cuadro, las células T
sobreregulan la expresion de citocinas atribuibles a Th1 o Th2, principalmente con IL-
10 sin cumplir con expresion de otras citocinas atribuibles a Th2 como IL-4, IL-5 e IL-

13, concluyendo la existencia de células T efectoras multifacéticas.

Con el propésito de analizar la contribucién de un medio senescente en la
diferenciacion de los linfocitos T en respuesta a un desafio infeccioso; en el estudio de
Lorenzo y colaboradores[75], se basaron en un modelo animal al que expusieron a
infeccion por el virus de influenza y analizaron la diferenciacién hacia células Th1 o
Treg, dependiendo de la expresion de los factores de transcripcion T-bet y FoxP3
respectivamente. Observaron que en las células pulmonares de ratones viejos, habia
una mayor diferenciacidon hacia células T reguladoras, explicado por mayores niveles
de TGF-B, caracteristico del SASP[76], el cual contribuye a la diferenciacién hacia este
subtipo celular. Ademas, analizaron el impacto de la administracidn de los senoliticos
dasatinim + quercentin, sin encontrar un impacto de estos sobre la diferenciacién de

los linfocitos T ni sobre la proporcion de linfocitos T de memoria o efectores.

La diferenciacion de linfocitos T se ve influenciada por el envejecimiento, ya que
hay una pérdida en la quiescencia y se adquiere una fase diferenciada, lo cual puede

desviar hacia un tipo especifico de linaje y pérdida de la plasticidad celular, lo que
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compromete su capacidad para responder a nuevos estimulos antigénicos [77]. En el
caso de los pacientes que cursaron con infeccién por SARS-CoV 2, la expresién del factor
pro inflamatorio INF-y atribuido a Thl es mayor en pacientes que fallecieron y
sobretodo en etapas mas tempranas de la enfermedad, mientras que el factor IL-4,
quien juega un rol crucial en la via Th2, a pesar de estar incrementado en etapas finales

de la infeccién, no se asocia a una mayor mortalidad [78].

Al comparar los individuos que mejoraron con aquellos que no lo hicieron, con
respecto al fenotipo de fragilidad, encontramos que aquellos pacientes que mejoraron
tuvieron en la medicion de 4 meses, una menor proporciéon de células Th2
representadas por un menor porcentaje de linfocitos positivos para el factor nuclear
GATA-3, lo que va ligado con un mayor indice T-bet/Gata-3 en la primera valoracion en
aquellos que mejoraron. A diferencia del paradigma convencional, en donde una mayor
proporcidon de células pro-inflamatorias es considerado deletéreo, en este caso, una
mayor proporciéon de células Th2, caracterizado por la presencia del factor nuclear
GATA3, se asocid a una ausencia de mejoria. Esto no es del todo raro, en la etapa aguda,
este imbalance hacia TH2 se ha asociado a una peor progresion del COVID-19 agudo,
asociandose a mayor mortalidad y necesidad de cuidados criticos[79]. Una mayor
proporcién de linfocitos Th2, en otros contextos, se ha asociado a una peor funcién de
las células T en enfermedades autoinmunes[80] una mayor proporcién de Th2 con una
mayor prevalencia de sintomas post-COVID[81],[82], asi como fragilidad

persistente[83].

Por otro lado Los pacientes que mejoraron tenian niveles mas bajos de citocinas
circulantes IFN-y y TNF, asi como de TIM-3 en la valoracidn inicial, y estos se elevaron
al afio de seguimiento, resultando en niveles significativamente mayores que aquellos

pacientes que no se recuperaron.

A pesar de no haber una diferencia significativa entre los niveles de citocinas
proinflamatorias circulantes entre la primera y segunda valoracion en pacientes que no
se recuperaron, se puede observar niveles basales mas altos de citocinas inflamatorias

en esa poblacion, y una incapacidad para la elevacidon de estos marcadores al afio de
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seguimiento. Esto sugiere un mecanismo diferente al inflammaging, en el que una
inflamacién exacerbada basal prediséne a enfermedades crénicas y a desenlaces
adversos. En este caso, los niveles basales eran mas bajos, sin embaego, observamos
una adecuada funcién de los linfocitos T, con una capacidad conservada para producir
estas citocinas. A pesar de que en otros estudios, la elevacion de la produccion de
citocinas pro inflamatorias se considera un efecto deletéreo y persistente del COVID-
19[65], en nuestro caso, el incremento en la produccion de citocinas entre la primera y

segunda valoracidn, se asoci6é con mejoria significativa.

Esta elevacion de citocinas inflamatorias entre la primera y la segunda
valoracién, nos podria estar mostrando caracteristicas inmunes de un organismo
resiliente, capaz de recuperar su estado fisico, en este caso, medido por el fenotipo de
fragilidad, después de una enfermedad aguda. Esto podria ser contradictorio con el
concepto actual del inflammaging, en donde estas citocinas pro-inflamatorias son
considerados predictores de discapacidad o enfermedad. En este caso, esta respuesta
destinada a lograr un nuevo equilibrio[84], podria ser considerada como hormesis, la
cual se define como los efectos benéficos que favorecen la recuperacion y surgen como

resultado de respuestas celulares a uno o multiples estresores celulares[85].

El hecho de encontrar mayores niveles de citocinas proinflamatorias circulantes
a un afo en los pacientes que mejoraron, podria explicarse como una respuesta
adaptativa o de remodelado inmunolégico[86]. Esta modulaciéon podria en parte,
explicarse por la modulacion mediada por TIM-3. En nuestros resultados, observamos
una elevacion de las células positivas a TIM-3 intracelular asi como en los niveles de
TIM-3 periférico a un afio de seguimiento en aquellos pacientes que mejoraron. TIM-3
es una proteina de membrana que se expresa y regula la funcién de células Th1l
activadas[87], asi como células presentadoras de antigeno[88], linfocitos T reguladores
y células T Natural Killer[89]. En el caso de los linfocitos Th1, una vez que la respuesta
adaptativa de estos linfocitos se ha alcanzado, TIM-3 se expresa y se liga a Galectina-9
para terminar la inmunidad mediada por estas células, terminando con la respuesta

inflamatoria[90]. TIM-3 forma parte de un médulo que incluye multiples receptores co-
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inhibidores, expresados en células T exhaustas[91], lo que podria indicar una
regulacion a la baja de estas células una vez que han cumplido con su funcién, evitando

perpetuar la respuesta inflamatoria.

Nuestros resultados indican un posible vinculo entre la mejora del estado de
fragilidad en pacientes que presentan niveles elevados de IFN-y y TNF en el
seguimiento al afio. Esto sugiere que una inflamacién controlada mediada por una
mayor respuesta inmunolégica de tipo Th1 podria tener efectos benéficos en la mejoria
de la fragilidad. Estas citocinas desempenan un papel fundamental en la modulacion de
las respuestas de las células T y, en la autoinmunidad, el interferén-y y el TNF
disminuyen la produccidon de anticuerpos al influir en la citocina Th-2 IL-4 [92]. El
interferén-y, vinculado a unarespuesta Th1, regula los anticuerpos IgG2a asociados con
respuestas autoanticuerpos y ayuda a modular la autoinmunidad, sugiriendo una
funciéon protectora en el desarrollo de respuestas autoinmunes[93]. El papel del
interferén-y en la fisiopatologia de la fragilidad atin no esta claro, y sus mecanismos
relacionados con la resistencia necesitan una mayor elucidacion[94]. Un estudio de
Arosio et al. [95] descubrié una correlacidn inversa entre los niveles de fragilidad,
indicados por un indice de fragilidad mas alto, y los niveles de interferdn-y. Esto sugiere
que los pacientes mas fragiles pueden presentar mecanismos senescentes que

dificultan la produccidn de esta citocina por parte de las células Th1.

La alteracion de los patrones de células T y la presencia de elementos
autoinmunes después de una infeccién grave por COVID-19 podrian contribuir al
desarrollo y persistencia de la fragilidad en individuos afectados[96]. Existen diversos
mecanismos que podrian contribuir a una mejor funcién de las células Th1, dentro de
estas se encuentra el ejercicio fisico. En un estudio que comparaba intensidades de
ejercicio en pacientes mayores post-COVID[97], el entrenamiento aerdbico de baja
intensidad demostr6é mayores mejoras en marcadores de sarcopenia, fuerza de agarre
y calidad de vida. La consistencia en el régimen de ejercicio es crucial para mejorar la
respuesta inmunolégica, como enfatizan Zamani et al[98]. Un periodo de dos meses de

ejercicio moderado, que incluye un programa de carrera (30 minutos al dia, cinco dias
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ala semana), aumento significativamente la proporcion IFN-y/IL-4. Esto sugiere que el
ejercicio regular podréa ayudar a reequilibrar el sistema inmunolégico y promover una
respuesta inmunologica mas favorable en pacientes post-COVID, mejorando

potencialmente su estado de fragilidad.

Nuestro estudio tiene ciertas limitaciones. Aunque trabajamos con un tamafio de
muestra relativamente pequeifio, utilizamos técnicas de laboratorio especializadas
como la citometria de flujo para detectar diferencias significativas en las células T y la
produccion de citocinas entre pacientes resilientes y no resilientes. Nuestros hallazgos
ofrecen informacién valiosa sobre los resultados a un afio en adultos mayores después
de una COVID-19 grave. Sin embargo, es esencial reconocer que se necesita un
seguimiento a mas largo plazo para comprender completamente cualquier alteracion
duradera en esta poblacion. En tltima instancia, se requiere una investigacion adicional
para dilucidar los mecanismos subyacentes a la asociacion entre los patrones de células
T en envejecimiento y la recuperacién de la fragilidad en sobrevivientes de la COVID-

19.

Conclusiones

Los adultos mayores sobrevivientes de una infecciéon inflamatoria aguda, tal
como la ocasionada por SARS-CoV 2, presentan caracteristicas linfocitarias e
inflamatorias que se asocian a la presencia de fragilidad, a las secuelas
musculoesqueléticas evidenciadas mediante las pruebas de desempeiio fisico y a la
funcién pulmonar, especificamente sobre el indice FEV1/FVC yla difusién de mondxido

de carbono.

La prevalencia de fragilidad es alta en los adultos mayores sobrevivientes de
COVID-19 grave, presente en mas del 60% de los pacientes tanto a los 4 como a los 12

meses del egreso.

Los pacientes que mejoraron el fenotipo de fragilidad a un afio de seguimiento,

tuvieron un mayor porcentaje de células positivas para TNF+ e INF-y alos 12 meses de
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seguimiento, sugiriendo un papel mediador en la recuperacion entre los pacientes
capaces de producir estas citocinas y montar una adecuada respuesta inflamatoria a un

afio de la infeccion aguda.

Por otra parte, los pacientes que tenian una mayor proporcion de células Th2,
manifestado por un infice T-Bet/GATA 3 menor, tuvieron peor desempefio fisico tanto
en la primera valoracién, como al afio de seguimiento, sugiriendo un efecto deletéreo

de las céluas Th2 en el estado musculoesquelético.

A pesar de que una mayor proporcién de células positivas a citocinas como TNF
e INF se asoci6 a una mayor recuperacion del estado de fragilidad, esto se asoci6 a un
peor desempefio en las pruebas de funcién respiratoria a un afio del egreso, siendo las
citocinas inflamatorias presentes en la primera valoracidn, las que se correlacionaron

negativamente con el desempeiio de las pruebas de funcién respiratoria.

Estos hallazgos nos ayudan a darle un nuevo sentido al concepto de
inflammaging, no considerando toda elevacidon de citocinas inflamatorias como un
evento deletéreo, sino como un mecanismo de recuperaciéon que podria indicar una
adecuada reserva fisiologica, capaz de revertir el estado de fragilidad. Los mecanismos
relacionados entre esta elevacién de citocinas y la recuperacion fisica y funcional

deberan estudiarse posteriormente.
Implicaciones a futuro

El conocer que los pacientes fragiles y aquellos que presentan peor funciéon
pulmonar a un afio de la recuperacién de una infeccion inflamatoria aguda, son aquellos
que a nivel basal tienen niveles de células proinflamatorias y las citocinas producidas
por estas, mas elevados, orienta a la necesidad de explorar intervenciones tempranas
que contrarresten el efecto inflamatorio y promuevan la recuperacion de estas secuelas.
Estas intervenciones, como por ejemplo el ejercicio fisico, deberan ser exploradas mas

adelante.
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Anexos

Anexo 1. Medicion del fenotipo de fragilidad

Apartado Medicion Puntaje
Fatiga (En los ultimos dos afios, | Respuesta positiva= 1
ha sentido fatiga o
cansancio intensos?
Lentitud Por algin problema de | Respuesta positiva a
salud, ;tiene dificultad | alguna de las dos
para caminar una cuadra? | preguntas= 1
y, por algun problema de
salud, ;tiene dificultad
para subir escaleras sin
descansar?
Debilidad Por algun problema de | Respuesta positiva= 1
salud, ;tiene dificultad
para cargar objetos de 5 kg
0 mas, como una bolsa de
mandado?
Pérdida de peso Peso actual con respecto al | Autorreporte de pérdida
peso en el ultimo afio. de peso de 5 kg o mas en
los ultimos dos afios o IMC
menor a 22 kg/m?
Inactividad En los ultimos dos afios, ha | Respuesta negativa= 1
realizado  ejercicio o
trabajo fisico pesado en
promedio de al menos tres
veces a la semana.
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Anexo 2. Puntos de corte de las pruebas de desempeiio fisico

Velocidad de la marcha

Hombres Mujeres
Estatura por encima de la | <0.66 m/s <0.5m/s
media
Estatura promedio o por | <0.57 m/s <0.5m/s
debajo de esta

Estatura promedio: Hombres 1.62 m, mujeres 1.47 m, m/s= metros por segundo.

Fuerza de prension

Mujeres Punto de corte | Hombres Punto de corte
para fragilidad para fragilidad
(kg) (kg)

IMC <23 <17 IMC <24 <29

IMC 23.1-26 <17.3 IMC 24.1-26 <30

IMC26.1-29 |<18 IMC 26.1-28 | <30

IMC >28 <21 IMC >28 <32

45



Anexo 3. Anticuerpos utilizados en citometria de flujo y ELISA

Producto Catalogo Compaiiia

Human TIM-3 DuoSet ELISA DY2365 RD

Human Galectin-9 DuoSet ELISA DY2045 RD
ELISA MAX™ Deluxe Set Human IFN-y 430104 Biolegend
ELISA MAX™ Standard Set Human TNF-a 430201 Biolegend
PE/Cyanine7 anti-human CD279 (PD-1) Antibody 329918 Biolegend
PE/Cyanine$b anti-human/mouse Granzyme B 372226 Biolegend

Recombinant Antibody
PE anti-human CD3 981004 Biolegend
FITC anti-human CD8a Antibody 301050 Biolegend
APC/Cyanine7 anti-human CD273 (B7-DC, PD- 345516 Biolegend
L2) Antibody

APC anti-human Perforin Antibody 353312 Biolegend
Brilliant Violet 510™ anti-human CD4 Antibody 300546 Biolegend
Brilliant Violet 421™ anti-human CD274 (B7-H1, 329714 Biolegend

PD-L1) Antibody
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Anexo 4. Consentimiento informado otorgado a los pacientes para la

participacion en el protocolo

..-\ Consentimisnto Bajo Informacin. Documnenta de 1 hoja, 2 paginas.
Cormia o Ebca w Comité de Evaluacion del Expediente Clinkco. Marzo 2012
“HSTITUTD NACIONAL DE ENFERMEDADES RESPIRATORIAS
LT MAR 22 “ISMAEL COSIO VILLEGAS"
MIENTO BAJO INFORMACION DE INVESTIGACION
¥ tﬂhﬁmdﬂtﬂuﬂhﬂtﬂhﬁﬁno ensayos clinicos con participacidn de seres humanos)
De acuerdo a Ley General de Salud en materia de prestacion de serviclos de atencidn meédica, Capitulo IV, Art. B0, 81, 82 y B3,

KOM-168-554-1-1998, numerales 4.2 ¥ 10.1
Tlalpan, México, DF, Fecha: _

SECCION A REGISTRAR POR EL MEDICO/INVESTIGADOR

5. Nombre complato del paclente — Fecha de nacimiento del ente
[ ? Afo: | Mas: Dia:

El (la) que suscribe: en mi caracter de de

afos de edad, manifiesto que el Dr. me informa en forma verbal,
sin presion alguna, de manera clara, sendifla y completa sobre mi participacién en el protocolo de investigacion: C15-22 ADULTOS
MAYORES, SOBREVIVIENTES DI, COVID 19, PRESENTAN ALTERACIONES LINFOCITARIAS OUE SE ASOCIAN A FRAGILIDAD, SECUELAS
MUSCULOESQUELETICAS Y PULMONARES.

Se me han explicado las alternativas gue quiza me sean de ayuda, procedimientos a seguir para la atencion y la forma de accesa a
estudios, investigaciones o ensayos clinicos relevantes para las necesidades de tratamiento, asl como la posibilidad de rebusarme a
participar o dejar de participar, sin que mi aceess a los servicios del INER se encuentien comprometidos por esta decision, por lo que
libremente acepio mi participacion. Asi mismo se me explicaron los riesgos v posibles complicaciones de mi participacion, y estoy
enierado (a) de que cualguier procedimiento o la administracidn de medicamentos representan riesgos de complicaciones, pero que
el beneficio de dichos procedimientos redundard en un diagnostico y tratamiento adecuado de mi padecimiento o de la poblacion en
general.

Acepto los rlesgos mencionados en razon de ser mayor el beneficio esperado. Por consigulente, en pleno uso de mis facultades y de
acuerdo al contenido del presente documento, autorizo al equipo de salud del INER, a integrarme en el protocolo de estudio antes
seflalado, en el cual el Dr funge como investigader responsable y puede ser
lecalizado en los teléfono 58 87 17 00 extension 0 al eelular , @n c310 de una emergencia.

SECCION DE FIRMA DEL PACIENTE, FAMILIAR, RESPONSABLE O REPRESENTANTE LEGAL DEL PACIENTE O PERSONA QUE FIRMA
Nombre completo:

Domicilbo:

Identificacidn: __ Parentesco: = Firma y/o huella digital
En caso de camblar de opinién, podri ser revocado el consentimiento en cualquier momento.

TESTIGOS
TESTIGO TESTIGO
Nombre Nombre
Domichlio —. Domicilio
Identificacion Patentesco. e = Identificacidn Parentesco =
] |
Firma y/o huella digital l Fitma y/o huelia digital

En caso de que el paciente, persona responsable o tulor legal del mismo no sepan keer o escriblr, deberdn platmar su huella digital.

INVESTIGADOR RESPONSABLE

Monibsie completo: J

Firma
Calzada de Tlalpan 4502, Col. Seccién XV, C.P. 14080, México, D.F. Teléfono 54.87.17.00
NER CEECL-82 {02 2011}
LR, LAY L e (8 FERA o R
e §odbireloa N LA GTE SRR DY AL LD EN A TR ot SAfTRCA.
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Consentimients Bajo Informacion. Documento de 1 hojs, 2 paginas.
Comité de Evaluacion del Expedients Clinico. Marro 2012

REVOCACION
En caso de revocacion, libers al Instituto Naclonal de Enfermedades Respiratorias, lsmael Cosie Villegas de las consecuencias de mi
acto de revocacion

En caso de revocacion: revoco el consentimiento de

Por lo anterior firmo como constancia v efectos legales a que haya lugar,
DE FIRMA DEL PACI FAMI RESPONSABLE O REPRESENTANTE L!Ml. PACIENTE O PERSONA QUE REVOCA

DE FIRMA DEL PACIH . FAMILI RESPONSABLE O REPRESENTANTE LEGAL DEL PACIENTE O PERSOMNA QUE REVOCA
Nombre complelo:;
Domicilio:
tdentificacion: Parentesco: Firma y/o huslla digital

INVESTIGADOR RESPONSABLE
Mombre campletn
Firma
FUNDAMENTO LEGAL

REGLAMENTO DE LA LEY GENERAL DE SALUD EN m.lrr RIA DE PRESTACION DE SERVICIOS DE ATENCION MEDICA, CAPITULD IV,
ULOS 80, 81, B2 y 83

ART B0 - Entodo nosplal y Siempre gue @ estaco del pacenis io pormits, debenk recsbarss 3 s ingreso auforizacion escta y fmmada para pacicarie, con
fomm e diagndstico o lorapéulicod. e procedmesning madies L wos de o &l pad nio 38 guE 50 Yale, debendo ekimare
claramania e igo de documento que &6 |6 oresenta paN su firma.

Esta autoreacidn inickal no excluya ja dad da d &5 W comespondionta § cada procedimiento qua enirade un alla Nesgo para el pacienie

Art 81 - En caso de wgenca & ol pa %0 on esiads de ncapacidid tansiona o pemanerde. & dotumants 8 qua se fafior o aMculo
BTBTOF, Himmdhhmhmwurmm-m 09N U CE80. por 5 hulad © representante egal. una wer nionmaco ol CATaCer DR
13 autonzacian

Cuando no sea pasible obener la autorizacion por incapacidad del pacienle y aUBeACia de kas personas & que se rofere &l parmafo que antecese, los misdicos
aulonznsoy del hospilal do que se irsle previn valoroion dol cago ¥ de acusdo de cuands mencs dos do oflos, Bevaran o cabo el procedimienio ulico gue
el cabg requina. deendo constancs por eecriin BN of expediants clincn

Ar A2 .- Elwmumm.w;mmumwﬂinmw debord CoOntenes de Etes an
MNomibrg de i institecidn & la que pertenezca = hospdal & e algeckon
II Meomibire, tezon o danaminacion socisl del hoapdtal
I8 Tliulo del documenta
W, Lugarylecha 22N 2
v Nombe y Smna 08 i DOMSona que CIoMgUS la autonracon, y
Nombee  frma 46 108 1esbgos. APROBADO
ﬂmmmﬂmwuﬂmmwmmmm-mom \L‘
A7 B - En caso gue doba realizanse siguna ampuiacian, mutkscian o axirpacidn crgdnica que produzca deformacian 18ica pormananis Ie 0 oen la
candicién lisoldgica o mantal del memo. @ documenio & gue sa mfisi ol ariculo antanor. dabera #67 suscriio ademas por dos festigon Idonoos ignados por

Bl 300 © por ks pe oue i
Esfas autorzacones o ajustarin a los modeios que sefalen las Normas Técnicas.

LEY GENERAL DE SALUD, REGLAMENTO EN MATERIA DE CONTROL SANITARIO DE LA DISPOSICION DE SUS ORGANOS, TEJIDOS ¥ CADAVERES
DE SERES HUMANDS

Ari 13 El daponenie onginano podra @n cualquar IBMpo revocar Bl consentiment) que haya ologado para ined de duposicdn de Tus SIgancd. lopdos o
producios de su propio cadaver sin que xisia responsabilidad alguna por su parts

En casp de que el disponente orignafia no haya revocado su consenbmisnto en wida, no tendrd valider la revocacidn gue, 20 su casp, hagan os deponenies
secundsios

Se antends por necropeia o esiudios post-modem el estudio exhausive de los drgeros def pacecds. gque s ODBNGN Cusndo édle fallece ya gue peois
estabicer en jo posibls. las causas defriivas de [a musrds

Calzada de Tialpan 4502, Col. Seccién XV, C.P. 14080, México, D.F. Teléfono 54.87.17.00

WER CEECL-02 /A2y
ACTRLIA BARITARIA [ ] 104, RACIETS SHNA Ao BN
Ha, J014004E4E OF L LEY GINERAL OF LALLD 5% M TERLS 0 FRESTACION B AENVICIOS DF ATEACION MeiDecs
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