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RESUMEN

Titulo: Asociacion entre los niveles de subpoblacién de linfocitos T CD4+/ CD8+ y
las caracteristicas clinicas de pacientes con COVID-19 atendidos en el Hospital de
Infectologia del Centro Médico Nacional La Raza. Antecedentes: En enero del
2020 un nuevo coronavirus llamado SARS-CoV-2 se identific6 como el agente
causal de neumonia de origen desconocido. Si bien se han establecido factores de
riesgo clinicos y sociodemograficos para predecir el prondéstico de covid-19, el
recuento de linfocitos ha sido un marcador de interés en relacion con la gravedad y
el prondstico. Objetivo general: Determinar la asociacién entre los niveles de
subpoblacion de linfocitos T CD4+/ CD8+ y las caracteristicas clinicas de pacientes
con COVID-19 atendidos en el Hospital de Infectologia del Centro Médico Nacional
La Raza. Material y métodos: Se realizé un estudio de cohorte prospectiva en
pacientes con COVID-19 que contaron con medicion de subpoblacion de linfocitos T
al ingreso y a la semana de hospitalizacion durante el 01 de diciembre del 2020 al
31 de enero del 2021. Resultados: Se incluyeron 52 pacientes con neumonia
grave por SARS-CoV-2. La mediana de linfocitos al ingreso fue de 1000 céls/mm3,
CD4+ 217 céls/mm3y CD8+ 153 céls/mms3. A los 7 dias de seguimiento, la mediana
de linfocitos fue de 1015 céls/mms3, CD4+ 420 céls/mm?3y CD8+ 225 céls/mm?3 p=
0.33, <0.001 y 0.02 respectivamente. Conclusiones: La linfopenia es un parametro
de laboratorio muy evidente en enfermedad severa por SARS-CoV-2, y en los
pacientes que tienen un desenlace fatal se observan niveles mas bajos de

subpoblacion de linfocitos CD4+ y CD8+.

Palabras clave: linfocitos T CD4, neumonia grave, SARS-CoV-2.



MARCO TEORICO

A finales del 2019 un grupo de pacientes con neumonia de origen desconocido se
vincul6 a un mercado de mariscos en Wuhan, China; el 31 de diciembre el Centro
Chino para el Control y Prevencion de Enfermedades (CDC de China) envié un
equipo de respuesta rapida para acompafar a las autoridades sanitarias de la
provincia de Hubei y de la ciudad de Wuhan a llevar a cabo una investigacion
etiolégica y epidemiolégica de dichos casos.’

En enero del 2020 un nuevo coronavirus se identific6 como el agente causal de
estos pacientes.”® Posteriormente el virus fue nombrado por la Organizacion
Mundial de la Salud (OMS) como coronavirus del sindrome respiratorio agudo
severo 2 (SARS-CoV-2), y la enfermedad causada por dicho virus se denominé
Coronavirus 2019 (COVID-190).*°

La enfermedad ha afectado a diversas provincias de China y otros paises del
mundo, por lo que la OMS la declara pandemia el dia 11 de marzo del 2020, desde
entonces este virus se ha expandido a mas de 200 paises causando una carga
significativa a nivel de los establecimientos de salud, asi como una carga econémica
en los sistemas internacionales.® Al dia 09 de junio del 2020 se han notificado més
de 7 millones de casos y mas de 400,000 muertes en todo el mundo.” En México, el
27 de febrero de 2020 se detect6 el primer paciente positivo y al dia 09 de junio del
2020 se han confirmado 124,301 casos y 14,649 defunciones. ®

Los coronavirus se encuentran ampliamente distribuidos e infectan humanos,
mamiferos y aves; son virus envueltos, con un diametro aproximado de 125 nm,
genoma ARN de cadena simple, sentido positivo. Codifican cuatro proteinas
estructurales que incluyen glicoproteina espiga (S), envoltura (E), membrana (M) y
nucleocapside (N), y otras 16 proteinas no estructurales que participan en la
transcripcion y replicacion viral. Posterior a las epidemias causadas por SARS-CoV
y MERS en 2002 y 2012, respectivamente, despertaron el interés en su estudio.® *°
El nuevo coronavirus se clasific6 como un betacoronavirus capaz de afectar a los
humanos y con el potencial de transmitirse entre ellos; al igual que el SARS-CoV,
utiliza el receptor de la enzima convertidora de angiotensina (ACE) 2 como receptor
para la invasién celular.**

Aunque esta bien documentado que COVID-19 se manifiesta principalmente como

una infeccién del tracto respiratorio, los datos emergentes indican que debe
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considerarse como una enfermedad sistémica que involucra multiples 6rganos,
incluidos el sistema cardiovascular, respiratorio, gastrointestinal, neurologico,
hematopoyético e inmune.*® El espectro clinico en los pacientes infectados por
SARS-CoV-2 es amplio, incluye desde casos asintomaticos hasta neumonias
graves e incluso la muerte; los sintomas que se han reportado con mayor frecuencia
son en patrticular: fiebre, tos seca, disnea, mialgias y fatiga; menos frecuentemente
se presenta confusion, cefalea, dolor faringeo, rinorrea, hiposmia, dolor abdominal,
diarrea, nauseas y vémitos.**

Si bien se han establecido factores de riesgo clinicos y sociodemograficos para
predecir el prondstico de estos pacientes, parametros de laboratorio son esenciales
para valorar la gravedad de la enfermedad por coronavirus 2019, sobre todo en esta
situacién de pandemia en la que la asignacion de recursos debe prepararse con
urgencia, especialmente en el contexto del soporte respiratorio y administracion de

tratamientos compasivos con los que contamos. *°

Desde el primer estudio descriptivo en China sobre la infeccion por COVID-19, el
recuento de linfocitos ha sido un marcador de interés.'® Los linfocitos y subpoblacién
de CD4+, CD8+, células B y natural killers (NK) juegan un papel muy importante en
el mantenimiento del sistema inmune. Después de una infeccién viral el total de
linfocitos y la subpoblacion varian con diferentes tipos de virus, indicando una
posible asociacion entre alteraciones en la subpoblacién y mecanismos patogénicos

virales. ’

Estudios previos de SARS-COV han investigado la relacion entre el virus y
subpoblaciones de linfocitos, encontrando que en la fase aguda del SARS-CoV se
observa una marcada leucopenia con linfopenia severa (80% de los pacientes),
implicando una pérdida dramatica de células T CD4+ (90-100% de pacientes) y
células T CD8+ (80-90% pacientes) en comparacion con individuos sanos. Estudios
posteriores mostraron activacion de células T CD4+ y CD8+ deteriorada en
pacientes infectados con SARS-CoV, segun lo determinado por la expresion de
CD25, CD28 y CD69 en subconjuntos de dichas células. La infeccion grave por
SARS-CoV en humanos se caracterizd por el desarrollo tardio de la respuesta
inmune adaptativa y la eliminacion prolongada del virus y, dado que las células T

son necesarias para controlar las respuestas inmunes innatas exuberantes, la



ausencia de una potente respuesta de las células T anti-virus en huéspedes de
edad avanzada podria conducir a respuestas desreguladas.®

En lo que respecta al nuevo coronavirus, se ha observado que durante el periodo de
incubacién que generalmente varia de 1 a 14 dias y durante la fase temprana de la
enfermedad cuando hay sintomas inespecificos, los recuentos de leucocitos y
linfocitos en sangre periférica son normales o ligeramente reducidos. Después de la
viremia, el SARS-CoV-2 afecta principalmente a los tejidos que expresan altos
niveles de ACE2, incluidos los pulmones, el corazén y el tracto gastrointestinal.
Aproximadamente 7 a 14 dias desde el inicio de los sintomas, hay un aumento en
las manifestaciones clinicas de la enfermedad con un pronunciado aumento
sisttmico de mediadores inflamatorios y citocinas, que incluso pueden
caracterizarse como una "tormenta de citocinas". En este punto, la linfopenia
significativa se hace evidente. *

Aungue es necesaria una investigacion mas profunda sobre la etiologia subyacente,
varios factores pueden contribuir a la linfopenia asociada con SARS-CoV-2. Se ha
demostrado que los linfocitos expresan el receptor ACE2 en su superficie, por lo
tanto, SARS-CoV-2 puede infectar directamente esas células y finalmente conducir
a su lisis. Ademés, la tormenta de citocinas se caracteriza por niveles
marcadamente aumentados de interleucinas [principalmente IL-6, IL-2, IL-7, factor
estimulante de colonias de granulocitos, proteina inducible por interferén y factor de
necrosis tumoral alfa (FNT- a)], que puede promover la apoptosis de linfocitos. La
activacion sustancial de estas citocinas también puede estar asociada con la atrofia
de los 6rganos linfoides, incluido el bazo, lo cual perjudica ain mas la renovacion de
los linfocitos. ™ *°

Por otra parte, es muy probable que una respuesta temprana de células T CD4+ y
CD8+ contra el SARS-CoV-2 sea protectora, pero una respuesta temprana es dificil
de generar debido a los mecanismos eficientes de evasion inmune innata del SARS-
CoV-2 en humanos. La evasion inmune por SARS-CoV-2 probablemente se ve
exacerbada por la funcion o disponibilidad reducida de células presentadoras de
antigeno (CPA) en los ancianos. En tales casos, es concebible que las respuestas
tardias de células T puedan amplificar los resultados inflamatorios patdogenos en
presencia de altas cargas virales sostenidas en los pulmones por multiples

mecanismos hipotéticos posibles.*® !
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Un estudio realizado en China que incluy6 225 pacientes encontr6é que el conteo de
neutrofilos al ingreso fue mayor en pacientes con un desenlace fatal, contrastando
con ello el nimero de linfocitos reportando que los pacientes fallecidos tuvieron una
media de linfocitos al ingreso de 630 células/mm?, observando que estos tendian a
la disminucién en el trascurso de su hospitalizacién.™

Una cohorte de pacientes con COVID-19 en Wuhan, China que incluyé a 197
pacientes reportd que mas de la mitad de sus pacientes (64%) cursaron con
linfopenia, encontrando que el conteo disminuido principalmente de CD4 y CD3 se
asoci6 con la progresion a sindrome de insuficiencia respiratoria aguda (SIRA) mas
no a mortalidad, concluyendo que los recuentos de células CD3 y CD4T mas altas
pueden proteger a los pacientes del desarrollo de SIRA, pero no se observaron
resultados similares cuando se les examind para predecir muerte; por otro lado, los
recuentos de CD8 fueron significativamente mayores en aquellos que no tuvieron un
desenlace fatal, por lo que los resultados indican el papel importante de las células
T CD4+ y CD8+ en la neumonia por COVID-19.%°

Otro estudio realizado en China que incluy6 452 pacientes, reporté que al momento
del ingreso la mayoria de los pacientes tenian linfopenia, elevacién de marcadores
de inflamacién como: procalcitonina, velocidad de sedimentaciéon globular (VSG),
ferritina sérica y proteina C reactiva, asi como elevacion de ciertas citocinas de
inflamacion como factor de necrosis tumoral (FNT), interleucina 2 (IL-2) e
interleucina 6 (IL-6), encontrando diferencias importantes en los grupos de pacientes
con COVID-19 no severo y severo, teniendo estos Ultimos menor conteo de
linfocitos totales. La subpoblacién de linfocitos se analiz6 en 44 pacientes al
momento del ingreso reportando que tanto el numero de linfocitos B, T y células
natural Killers estaban disminuidos, siendo mas evidente esta disminucion en

subpoblacion de linfocitos CD3+ y CD4+. %

Contrastando un poco con los resultados publicados en China, un estudio realizado
en Espafia que incluyo 6,424 pacientes reportd disminucion de linfocitos en 48.2%
de sus pacientes, con una media de 950 células/mm?; sin embargo, en dichos

pacientes no se realiz6 subpoblacién de los mismos.??
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Un estudio realizado en el hospital universitario de Zhongnan en Wuhan, China
incluyé 60 pacientes con el objetivo de tratar de esclarecer el significado clinico del
conteo periférico de subpoblacién de linfocitos en pacientes con COVID-19. Se
incluyeron variables clinicas, sociodemogréaficas, estudios de imagen y de
laboratorio. Al ingreso se determind si presentaba enfermedad severa definiéndose
esta como: frecuencia respiratoria > 30 respiraciones por minuto, saturacion por
pulsioximetria < 93% en reposo, y relacion de presion parcial de oxigeno y fraccion
inspirada de oxigeno (PAFI) < 300 mm Hg. Se realiz6 conteo de subpoblacion de
linfocitos al ingreso y tras una semana de tratamiento, se encontré que al ingreso el
72% de los pacientes tenian conteo de linfocitos totales por debajo del limite inferior
de normalidad; en cuanto a subpoblacion de los mismos, se encontré que los casos
severos tenian menor cantidad de CD4+ y CD8+ sin alterar la relacion entre ellos.
Posterior al tratamiento, el cual se realizd con oxigeno, glucocorticoides
intravenosos y diversos antivirales (lopinavir/ritonavir, remdesivir o ribavirina), el
67% presentod respuesta clinica, en los cuales el conteo total de linfocitos, CD8+ y
células B, aumentaron significativamente sin observarse cambios en el conteo
celular de CD4+, la relacion CD4+/CD8+ y células NK. En los pacientes que no
tuvieron respuesta clinica no se observaron cambios en la subpoblacién de linfocitos
(AUC 0.738 posterior a tratamiento), concluyendo posterior a un analisis
multivariado que la disminucion de CD8+ e incremento de la relacion CD4+/CD8+
posterior al tratamiento es un factor independiente que predice mala respuesta al
mismo.”

En México se realizd un estudio que incluy6 33 pacientes positivos para SARS-CoV-
2 de los cuales todos progresaron a SIRA requiriendo manejo ventilatorio; se reporto
que la media de conteo total de linfocitos al ingreso se encontraba disminuida, sin

embargo, no se reportd subpoblacién de linfocitos.?*

El conocimiento actual sobre COVID-19 sigue siendo incompleto y fragmentado.
Estudios de cohortes de varios paises sugieren que los factores de riesgo y el
prondstico de esta enfermedad pueden no ser extrapolados a otras areas
geograficas, ya que podrian verse influenciados por condiciones especificas de
salud publica o problemas relacionados con la raza. Por lo tanto, existe una

necesidad urgente de comprender la magnitud y la composicion de las respuestas
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de las células T CD4+ y CD 8+ humanas al SARS-CoV-2, y su asociacion con el

prondstico de estos pacientes.

Tal y como se menciond en pérrafos previos, los linfocitos totales y la subpoblacion
de CD4+ y CD8+ juegan un papel muy importante en la fase aguda de la
enfermedad por SARS-CoV-2, ya que existe una marcada viremia entre el dia 7y 14
de iniciado los sintomas, provocando linfopenia severa (80% de los pacientes) e
implicando una pérdida de las células T CD4+ y CD8, aunado a un aumento en las
manifestaciones clinicas de la enfermedad con un pronunciado incremento
sisttmico de mediadores inflamatorios y citocinas, que incluso pueden
caracterizarse como una "tormenta de citocinas". En este punto, la linfopenia
significativa se hace evidente. ***"'% Por lo anterior, la medicién de los linfocitos
totales y de la subpoblacion CD4+ y CD8+ al ingreso del paciente (dia 1) y a los 7
dias de hospitalizado, es importante para establecer si la linfopenia presente en ese
momento de la fase aguda, se relaciona con la gravedad de la COVID-19.
Asimismo, considerando que los pacientes pueden responder de diferentes formas a
la enfermedad, el clasificarlos como leve o severa, podria ayudarnos a establecer
mejor la relacion de la linfopenia con dicho estadio de la enfermedad, es decir, si los
pacientes con linfopenia desarrollaron una etapa mas grave, que aquellos que no

presentaron linfopenia.
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA
A finales de diciembre del 2019 un grupo de pacientes con neumonia de origen
desconocido llamé la atencion de las autoridades sanitarias en la ciudad de Wuhan,
China; a principios del 2020 el patdgeno causal de estos casos se identificO como
un nuevo coronavirus denominandose SARS-CoV-2 y la enfermedad resultante
COVID-19. La enfermedad se expandi6é rapidamente, por lo que en enero del 2020
ya representaba una emergencia sanitaria internacional y para el dia 11 de marzo la
OMS la declara pandemia. A principios de junio se han notificado ya mas de 7
millones de casos y mas de 400,000 muertes en todo el mundo. En México, el 27 de
febrero de 2020 se detectd el primer paciente positivo, y a la fecha se han

confirmado 124,301 casos y 14,649 defunciones, las cuales van en aumento.

El espectro clinico en los pacientes infectados por SARS-CoV-2 es amplio, incluye
desde casos asintoméaticos hasta neumonias graves. Hasta el momento no existe un
tratamiento farmacolégico especifico para este patdgeno. Por tal motivo, es
importante prever qué pacientes pudieran evolucionar a una enfermedad severa, de

tal manera que se puedan beneficiar de intervenciones tempranas.

A la fecha se han estudiado multiples parametros clinicos y de laboratorio que
pudieran predecir evolucion a una enfermedad grave o a la predisposicidén a ciertas
complicaciones, entre ellos: elevacion de ferritina, proteina C reactiva, dimero D,
deshidrogenasa lactica, etc. Desde los primeros reportes, llamé la atencién el
conteo de linfocitos disminuido en estos pacientes; se ha reportado que los casos
severos tienen un conteo disminuido de CD4+ y CD8+ al momento del ingreso, lo
cual se ha asociado a progresion de la enfermedad, ademas se ha observado
aumento del conteo de CD8+ posterior al tratamiento administrado en aquellos

pacientes que tienen una evolucion favorable.

En nuestro medio, se desconoce la importancia de estudiar esta variacion de
linfocitos y su relacion con la severidad de la enfermedad, por lo que es importante
esclarecer si las variaciones en la subpoblacion de linfocitos en estos pacientes
pudiera ser un parametro para evaluar la gravedad de la enfermedad o bien si la
recuperacion de estas células posterior al tratamiento nos puede hablar de

respuesta al mismo.
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JUSTIFICACION
Nos enfrentamos a una enfermedad que se ha extendido por todo el mundo,
lamentablemente aln no contamos con un tratamiento definitivo ni una vacuna para

prevenir su diseminacion.

Hasta el momento se han identificado multiples parametros clinicos y de laboratorio
gue nos hablan de la gravedad y prondstico de la enfermedad, sin embargo, ninguin

parametro o escala ha sido completamente concluyente.

Al determinar si los niveles de la subpoblacién de linfocitos se asocian con evolucion
a una enfermedad méas severa o falta de respuesta a tratamiento, nos ayudara a
clasificar a aquellos pacientes que se pueden beneficiar de intervenciones mas
tempranas, tratamiento mas prolongados, y una vigilancia mas estrecha por el

riesgo de progresar a una enfermedad grave y un desenlace fatal.
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PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢,Cual es la asociacion entre los niveles de subpoblacion de linfocitos T CD4+/ CD8+

y las caracteristicas clinicas de pacientes con COVID-19 atendidos en el Hospital de

Infectologia del Centro Médico Nacional La Raza?
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OBJETIVOS

General:

Determinar la asociacion entre los niveles de subpoblacién de linfocitos T CD4+/
CD8+ y las caracteristicas clinicas de pacientes con COVID-19 atendidos en el

Hospital de Infectologia del Centro Médico Nacional La Raza.
Especificos:

Determinar el conteo de linfocitos CD4+, CD8 + y su asociacién con la gravedad de

la enfermedad.

Determinar la relacién de linfocitos CD4+/CD8+ y su asociacion con la gravedad de

la enfermedad.

Analizar pardmetros de laboratorios que se asocian con la gravedad de la
enfermedad como leucocitos totales, linfocitos, neutréfilos, hemoglobina, plaquetas,

fibrindbgeno, dimero D, DHL vy ferritina.

Identificar los principales farmacos utilizados como tratamiento para COVID-19.
Identificar los principales signos y sintomas de los pacientes con COVID-19.
Identificar las comorbilidades mas frecuentes en pacientes con COVID-19.

Clasificar a los pacientes en neumonia leve y severa segun sus datos clinicos y

parametros de laboratorio.

17



HIPOTESIS DE TRABAJO

Los niveles bajos de subpoblacion de linfocitos CD4+ y CD8+ se asocian con la

gravedad de la enfermedad en pacientes con COVID-19.
Nula

Los niveles bajos de subpoblacion de linfocitos CD4+ CD8+ no se asocian con la

gravedad de la enfermedad en pacientes con COVID-19.
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MATERIAL Y METODOS

Disefio del estudio:

Segun su finalidad: Analitico.

Secuencia temporal: Longitudinal.

Control de la asignacion de la variable: Observacional.
Inicio segun la cronologia de los hechos: Prospectivo.
Estudio de cohorte prospectiva

Poblacion de estudio:

Universo: Pacientes que ingresen con sospecha de infeccién por SARS-CoV-2 al
servicio de Infectologia del Hospital de Infectologia del Centro Médico Nacional la

Raza.

Ambiente geografico: area de hospitalizacion del servicio de Infectologia del
Hospital de Infectologia Centro Médico Nacional la Raza, Azcapotzalco, Ciudad de

México.

Temporalidad: Se inicio la recoleccién de datos a partir del 1 de diciembre hasta el
31 de enero del 2021.

Criterios de seleccion:
Criterios de inclusion

Pacientes hombres y mujeres mayores de 18 afios que ingresaron con sospecha de
infeccion por SARS-CoV-2 y que tengan prueba de PCR para SARS-CoV-2 positiva

en muestra nasofaringea.

Pacientes que decidieron participar en el protocolo previa firma del
consentimiento informado.

Criterios de no inclusién

Pacientes con enfermedades que cursaban con disminucion del conteo de linfocitos

como enfermedades inmunoldgicas, neoplasias y VIH.
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Pacientes que no aceptaron participar en el estudio.

Criterios de eliminacion

Pacientes en quienes no se realizd cuantificacion de subpoblacion de linfocitos al

momento de su hospitalizacion o a los 7 dias de su ingreso.

Pacientes que fueron egresados o que fallecieron dentro de los primeros siete dias

de seguimiento.

Muestreo:

Se realizé un muestreo consecutivo no probabilistico para lo cual se seleccionaron a

los pacientes que cumplieron con los criterios de inclusion.

OPERACIONALIZACION DE LAS VARIABLES

VARIABLE DEFINICION DEFINICION TIPO DE INDICADOR
CONCEPTUAL OPERACIONAL VARIABLE
PCR para SARs- Reaccion en cadena de | Resultado de | Cualitativa Positiva
cov2. la polimerasa para la | prueba para | Nominal Negativa
deteccion viral de SARS- | deteccion de
CoV-2 SARS-CoV-2.
Sexo Se refiere a los | Asignado por el | Cualitativa Hombre
conceptos sociales de | investigador Nominal Mujer
las  funciones, | basado en el
comportamientos, fenotipo.
actividades y
atributos que cada
sociedad considera
apropiados para los
hombres y las
mujeres.
Edad Intervalo de tiempo Afos de edad Cuantitativa Afios cumplidos
transcurrido desde cumplidos Discreta
la fecha de referidos por el
nacimiento a la paciente.
fecha actual
Peso Fuerza con la que la Peso referido Cuantitativa Kilogramos
tierra trae a un cuerpo por el paciente. Continua
por accion de
gravedad.
Talla Estatura de una Estatura Cuantitativa Metros
persona, medida referida por el Continua
desde la planta del pie paciente.
hasta la cabeza
indice de masa | indice sobre la indice sobre la Cuantitativa kg /m”
corporal (IMC) relacion entre el relacion entre el continua
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peso y la altura,

peso y la altura

generalmente determinada
utilizado para por aplicacién
clasificar el peso electrénica.
insuficiente

Saturacion de | Medida de la Porcentaje de Cuantitativa Porcentaje

oxigeno por | cantidad de saturacion Discreta

pulsioximetria oxigeno disponible medido por
en la sangre. pulsioximetria.

Frecuencia Cantidad de Numero de Cuantitativa Numero de

respiratoria respiraciones que respiraciones Discreta respiraciones
una persona hace en un minuto. realizadas en un
por minuto. minuto.

Hipertension Afeccion en la que Diagnostico Cualitativa Si

arterial sisttmica | la presion de la previo de Nominal No
sangre hacia las hipertension
paredes de la arterial tomado
arteria  es  por de expediente
arriba de 140/90 clinico.

mm Hg.

Diabetes mellitus Trastorno de la Diagnéstico Cualitativa Si
utilizacibn de la previo de Nominal No
glucosa, por una diabetes
falta relativa o mellitus tomado
absoluta de de expediente
insulina clinico.

VIH Virus de Diagnéstico Cualitativa Si
inmunodeficiencia previo o] Nominal No
humana, causa del reciente de
sindrome de VIH.
inmunodeficiencia
adquirida.

Obesidad Estado patoldgico Determinado Cualitativa Si
gue se caracteriza por valor de Nominal No
por un exceso o IMC calculado
una acumulacion con la talla y
excesiva de grasa peso obtenidos
en el cuerpo. del expediente

clinico.

Fiebre Aumento de la Antecedente de Cualitativa Si
temperatura del haber Nominal No
cuerpo por encima presentado
de 38.3 grados fiebre referida
centigrados. por el paciente.

Dolor de torax Dolor presentado Antecedente de Cualitativa Si
en la region del haber Nominal No
torax que se puede presentado
manifestar por dolor  toracico
sancion de referido por el
opresion. paciente.

Disnea Ahogo o dificultad Antecedente de Cualitativa Si
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en la respiracion. haber Nominal No
presentado
disnea referido
por el paciente.

Diarrea Alteracion intestinal Antecedente de Cualitativa Si
gue se caracteriza haber Nominal No
por la mayor presentado
frecuencia, fluidez diarrea referida
y/o, volumen de las por el paciente.
deposiciones.

Tos Expulsion  brusca, Antecedente de Cualitativa Si
violenta y ruidosa haber Nominal No
del aire contenido presentado tos
en los pulmones referida por el
producida por la paciente.
irritacion  de las
vias respiratorias.

Expectoracion Expulsion mediante Antecedente de Cualitativa Si
la tos o el haber Nominal No
carraspeo de las presentado tos
flemas u otras productiva
secreciones referida por el
formadas en las paciente.
vias respiratorias.

Mialgias Dolor o molestias Antecedente de Cualitativa Si
gue pueden afectar haber Nominal No
a uno o varios presentado
musculos del mialgias
cuerpo. referida por el

paciente.

Artralgias Dolor producido en Antecedente de Cualitativa Si
una 0 mas haber Nominal No
articulaciones. presentado

artralgias
referida por el
paciente.

Cefalea Dolor y/o molestia Antecedente de Cualitativa Si
localizada en haber Nominal No
cualquier parte de presentado
la cabeza. artralgias

referida por el
paciente.

Hiposmia Pérdida parcial del Antecedente de Cualitativa Si
sentido del olfato. haber Nominal No

presentado
hiposmia
referida por el
paciente.

Disgeusia Cambio perceptivo Antecedente de Cualitativa Si
del sabor de los haber Nominal No

alimentos 0
bebidas.

presentado
disgeusia
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referida por el

paciente.

Leucocitos Conjunto Cuenta de Cuantitativa Numero total de
heterogéneo de leucocitos Discreta leucocitos por mm?®
células sanguineas totales
gue son ejecutoras reportada  por
de la respuesta sistema de
inmunitaria, laboratorio.
interviniendo asi en
la defensa del
organismo  contra
sustancias
extrafias o agentes
infecciosos

Linfocitos Células sanguineas Cuenta de Cuantitativa Numero total de
producidas por la linfocitos totales Discreta linfocitos por mm?®
médula o6sea y el reportada  por
tejido linfoide sistema de
especialidades en laboratorio.
combatir
infecciones.

Linfocitos T | Célula que expresa Cuenta de Cuantitativa NUmero de

CD4+ CD4+ en s linfocitos T Continua linfocitos CD4+ por
superficie, cuya CDA4+ reportada mm?®
funcion es por sistema de
coordinar la laboratorio.
respuesta inmune
al estimular otros
linfocitos como
CD8+ y linfocitos B.

Linfocitos T | Célula que expresa Cuenta de Cuantitativa NUmero de

CD8+ CD8+ en su linfocitos T Continua linfocitos CD8+ por
superficie, cuya CDA4+ reportada mm?®
funcion es por sistema de
reconocer y laboratorio.
destruir células
infectadas por
microorganismos.

Relacion Relacion que existe Relacién Cuantitativa Numero de

CD4+/CD8+ entre la CD4+/CD8+ Continua linfocitos CD4+
subpoblacion de reportada  por entre el nimero de
linfocitos CD4+ vy sistema de linfocitos CD8+.
CD8+. laboratorio.

Neutroéfilos Leucocitos de tipo Cuenta de Cuantitativa Numero total de
granulocito también neutréfilos Discreta neutréfilos por mm?®
denominados reportada  por
polimorfonucleares, sistema de
primeros en laboratorio.
responder ante
agentes externos.

PCR (proteina C | Proteina Valor de PCR Cuantitativa mg/L

reactiva). plasmatica reportada  en Continua
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circulante, que sistema de
aumenta sus laboratorio.
niveles en

respuesta a la

inflamacion.

Fibrinégeno Proteina  soluble Valor de Cuantitativa mg/dL
del plasma fibrinégeno Continua
sanguineo reportado  en
precursor de la sistema de
fibrina. laboratorio.

DHL Enzima que facilita Valor de DHL Cuantitativa Ui/L.

(deshidrogenasa el proceso de reportado  por Discreta

lactica) transformacion de laboratorio.
glucosa en energia
para que las
células puedan
utilizarla.

Procalcitonina Péptido  precursor Valor de Cuantitativa ng/mL
de la calcitonina, se Procalcitonina Continua
ha mostrado como reportado  por
un prometedor laboratorio.
marcador de
infeccion.

Plaquetas Pequefios Conteo Cuantitativa Conteo total de
fragmentos plaquetario total Discreta plaguetas por mm?
citoplasmaticos, reportado  por
irregu|ares, laboratorio.
carentes de
ndcleo
especialistas en la
hemostasia
primaria.

Hemoglobina Proteina sanguinea Niveles de Cuantitativa g/dl
especialidades en hemoglobina Continua
el transporte de reportados por
oxigeno y bidxido laboratorio.
de carbono de los
pulmonares a los
tejidos y viceversa.

Dimero D Producto de Nivel de dimero Cuantitativa ng/mL
degradacion de la D reportado por Continua
fibrina, su laboratorio.
presencia indica un
proceso de
fibrindlisis posterior
a una trombosis

Ferritina Principal proteina Nivel de Cuantitativa ng/mL
almacenadora, ferritina Continua
transportadora vy reportado  por
liberadora de forma laboratorio.

controlada de
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hierro.

VSG Velocidad a la que Velocidad de Cuantitativa mm/h
los eritrocitos se sedimentacion Continua
depositan en la reportada  por
sangre no laboratorio.
coagulada en
determinado lapso
de tiempo.

Radiografia de | Técnica Afeccion en Cualitativa Afeccion unilateral

térax diagnéstica radiografia  de Nominal Afeccion bilateral
radiolégica que térax del dia del
permite la ingreso
visualizacion de hospitalario
estructuras de la observada de
caja toracica. manera

electrénica

Pa02 Presién parcial de Valor de PaO2 Cuantitativa mm Hg
oxigeno en sangre obtenida por Discreta
arterial medio de

gasometria
arterial.

Saturacion de | Medida de la Nivel de Cuantitativa Porcentaje (%)

oxigeno por | cantidad de saturacién  de Discreta

gasometria oxigeno disponible oxigeno

arterial en la sangre registrada  por
obtenida por gasometria
puncion de la arterial.
arteria radial.

FiO2 Es la concentracién Es la fraccion Cuantitativa Porcentaje (%)
0 proporcion de de oxigeno Discreta
oxigeno en la inspirado.
mezcla del aire
inspirado.

PAFI Relacion entre la Valor de PAFI Cuantitativa mm Hg
PaO2 y la determinada Continua
concentracion  de por la PaO2 vy
oxigeno inspirado FIO2 al ingreso.
expresada como
una fraccion (FiO2)

Tratamiento Conjunto de Tratamiento Cualitativa Esteroides
medios que se utilizado Nominal Lopinavir/Ritonavir
utilizan para aliviar durante la Tocilizumab
o curar una estancia Plasma
enfermedad. hospitalaria. Colchicina

Ribavirina
Antibidtico

Ventilacién Procedimiento de Requerimiento Cualitativa Si

mecanica respiracion artificial de ventilacion Nominal No

gque emplea un
aparato para suplir
0 colaborar con la
funcion respiratoria

mecanica
registrado  en
expediente
clinico.
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de una persona.

Neumonia leve Infeccion del Definida  como Caulitativa Si
pulmén que aquella que se Nominal No
ocasiona presenté al
inflamacion y dafio momento del
del tejido pulmonar. ingreso con

frecencia

respiratoria <30
rpm, Saturacion
< de 93% con
FIO2 al 21% vy

relacion
pO2/FI02 >300
mm Hg.

Neumonia severa | Infeccion del Neumonia que Cualitativa Si
pulmoén que se presente al Nominal No
ocasiona momento del
inflamacion y dafio ingreso con
del tejido pulmonar frecuencia
con datos de respiratoria = 30
severidad. rpm, saturacion <

93% vy relacion
pO2/ FIO2 < 300

mm Hg.
Desenlace Final o conclusién Resultado final Cualitativa Alta
de un hecho, del estado clinico Nominal Defuncién
acontecimiento o del paciente
suceso. posterior al
tratamiento
recibido.

DESCRIPCION DEL ESTUDIO.

Se incluyeron pacientes que cumplieron con los criterios de seleccién y que
aceptaron participar en el estudio previa firma del consentimiento informado. Por
medio de interrogatorio directo se recolectaron los sintomas como fiebre, tos,
disnea, mialgias, hiposmia, cefalea, entre otros; variables sociodemograficas como
edad, sexo y comorbilidades; se tomd frecuencia respiratoria, saturacion de oxigeno
por pulsioximetria de pulso y presion parcial de oxigeno por medio de gasometria
arterial realizada a su ingreso. Se solicitaron laboratorios a su ingreso incluyendo:
leucocitos totales, linfocitos, neutrofilos, plaquetas, Hb, dimero D, fibrinbgeno, DHL,
ferritina, procalcitonina, PCR, VSG, ELISA para VIH y subpoblacién de linfocitos T
CD4+, CD8+ y relacion CD4+/CD8+ por medio de citometria de flujo. A los 7 dias de
hospitalizacion, se solicitaron nuevamente toma de muestra de sangre para
leucocitos totales, linfocitos, neutréfilos, plaquetas, Hb, subpoblacion de linfocitos T
CD4+, CD8+ y relaciéon CD4+/CD8+, marcadores de inflamacion (dimero D, ferritina,
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fibrinbgeno, DHL). Cabe mencionar, que la toma de muestra sanguinea periférica de
10 ml, tanto al dia 1 y al dia 7, se hizo por parte del personal quimico del hospital, ya
gue son estudios de laboratorio que se realizan de forma rutinaria en estos
pacientes para valorar su evolucién y gravedad, sin requerir condiciones especiales
de transporte para las muestras, ya que una vez que se tomaron, fueron procesadas
de forma inmediata para su lectura. Ademas, de que no requirieron de resguardo, ya
gue solo se utilizaron para fines de este estudio. Una vez que se conté con los
resultados de laboratorio tanto basales como a los 7 dias, la informacion se obtuvo
de los expedientes; ademas, se obtuvo informacion del tratamiento utilizado en
indicaciones médicas y se dio seguimiento al paciente para determinar el desenlace
clinico, ya sea que se egresara o falleciera. Se clasific6 a los pacientes con
neumonia leve o severa y se evalué la subpoblacion de linfocitos T y los marcadores
de inflamacion a su ingreso y a los 7 dias de hospitalizacién en cada uno de estos
grupos. La informacion se registré en la hoja de recoleccion de datos y se vacio en

una hoja de calculo para su andlisis.

ANALISIS ESTADISTICO

Andlisis descriptivo. Se utilizd estadistica descriptiva para analizar las
caracteristicas basales de los pacientes; medianas y rangos intercuartilares 25th y
75th, ya que la distribucion fue anormal; asimismo, se utilizaron frecuencias.
Anélisis bivariado. De acuerdo con la distribucion de los datos, las variables
categéricas se compararon con x> y las continuas con prueba de Wilcoxon para
muestras relacionadas y observar diferencia entre el conteo de subpoblacion de
linfocitos basal y posterior al tratamiento.

Valor de p significativamente estadistico < 0.05.

Captura y procesamientos de los datos con el programa estadistico SPSS versién
25.

RECURSOS, FINANCIAMIENTO Y FACTIBILIDAD
A. Recursos humanos:
a. Médicos, enfermeras, personal de laboratorio del hospital.

B. Recursos fisicos y materiales:

27



a. Boligrafos, hojas blancas, equipo de proteccion personal (botas, bata
impermeable, guantes, gorro, googles, careta, cubre bocas N95),
papel milimetro, computadora, equipo CELL-DYN Ruby de Abbott.

C. Financiamiento:

a. Recursos propios de la unidad; no requirié de financiamiento externo.

D. Factibilidad:
a. Fue factible la realizacion del protocolo ya que el instituto cuenta con
todos los recursos fisicos y materiales necesarios, no se genero

ningun costo extraordinario.

ASPECTOS ETICOS.

Este estudio se considerd con riesgo minimo, ya que se realiz6 la toma de sangre
por puncion venosa a su ingreso y a los 7 dias de la primera toma para realizar el
conteo de la subpoblacién de linfocitos.

De acuerdo al Reglamento de la Ley General de Salud en Materia de Investigacién
para la Salud, este estudio se considera de riesgo minimo, ya que la extraccion de
sangre se realizara por puncion venosa, con frecuencia maxima de dos veces a la
semana.

Los potenciales participantes fueron todos aquellos con sintomas compatibles con
infeccion por SARS-CoV-2 que ingresaron a piso de Infectologia del Hospital de
Infectologia del Centro Médico Nacional La Raza. El consentimiento informado fue
otorgado por el médico Martin Luis Figueroa Velasquez al momento de que el
paciente ingresé a hospitalizacion, previo a la toma de muestras por puncion
venosa. Cabe mencionar que a los pacientes se les identificé con sus iniciales y un
namero de folio consecutivo asignado, con la finalidad de mantener en todo
momento la confidencialidad de los datos personales.

Los beneficios de participar en el estudio fueron que, al evaluar la asociacion entre
los niveles de linfocitos y la gravedad de la enfermedad, ayudé a que futuros
pacientes se beneficien de tratamientos mas tempranos o mas prolongados en

aquellos con riesgo de progresion a enfermedad mas severa.

28



Este protocolo de investigacion cumple con las consideraciones emitidas en el
Cddigo de Nuremberg, la Declaraciéon de Helsinki, promulgada en 1964 y sus
diversas modificaciones incluyendo la actualizacion de Fortaleza, Brasil 2013, asi
como las pautas internacionales para la investigacion médica con seres humanos,
adoptadas por la OMS y el consejo de Organizaciones Internacionales para
Investigacion con seres Humanos; en México, cumple con lo establecido por la Ley
General de Salud y el IFAI, en materia de investigacion para la salud y proteccion de
datos personales.

De acuerdo con la Ley General de Salud en Materia de Investigacién para la Salud,
publicada en 1984 y con las actualizaciones hasta 2013 (ultima reforma publicada
por el Diario Oficial de la Federacion el 24-Abril-2013), Titulo Segundo De los
Aspectos Eticos de la Investigacion en Seres Humanos, Capitulo |, Articulo 17; la
presente investigacion se clasifica como riesgo minimo.

Asi, el presente protocolo, se apega a la “Ley federal de proteccion de datos
personales en posesion de los particulares” publicada el 5 de julio del afio 2010 en
el Diario Oficial de la Federacion: Capitulo |, Articulo 3 y seccion VIII en sus
disposiciones generales la proteccion de datos. La confidencialidad de los datos del
paciente fue garantizada mediante la asignacién de niameros o claves que solo los
investigadores identificaron para brindar la seguridad de que no se identificara al
sujeto y que se mantuvo la confidencialidad de la informacién relacionada con su

privacidad".

Considerando el balance riesgo beneficio, esta investigacion esta justificada ya que:
1) los riesgos potenciales de los individuos fueron minimos, y se respetd la
integridad fisica y emocional de los sujetos de investigacion; 2) los beneficios
potenciales a la sociedad se pueden maximizar, y 3) los beneficios potenciales
exceden a los riesgos asumidos; ademas, de cumplir con los principios de no

maleficencia y beneficencia.
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RESULTADOS

Del 1 de diciembre del 2020 hasta el 31 de enero del 2021 se incluyeron 93
pacientes que cumplieron con los criterios de inclusién; sin embargo, al aplicar los
criterios de eliminacion se retir6 del andlisis final a 41 de ellos, ya sea porque
fallecieron o se egresaron antes de realizar paraclinicos de control a los 7 dias.

Se realizo el analisis de 52 pacientes. En cuanto a las caracteristicas basales de la
poblacion, la mediana de edad fue 60 afios (rango entre 50-70 afios), predominé
discretamente el sexo femenino (51%). Las principales comorbilidades fueron
obesidad (48%), hipertension arterial sistémica (46%) y diabetes tipo 2 (25%) siendo
la mediana de IMC de 29 Kg/m2 (rango 27-33) (Tabla 1).

Caracteristica Valor
Edad (afios); mediana (IQR) 60 (50-70)
Hombres, No (%) 25 (48.1)
IMC Kg/m*; mediana (IQR) 29 (27-33)
Comorbilidades, No. (%)

Hipertension 24 (46.2)
Diabetes 13 (25)
Obesidad 25 (48)

Los principales signos y sintomas que mas frecuentemente presentaron los
pacientes fueron disnea (90%), fiebre (76%) y tos (69%); mientras que la hiposmia

(1%), disgeusia (7%) y diarrea (9%) fueron los menos frecuentes (tabla 2).

Tabla 2. Signos y sintomas mas frecuentes

Sintomas No (%)
Fiebre 40 (76)
Tos 36 (69)
Disnea 47 (90)
Expectoracion 5 (9.6)
Dolor toréacico 4 (7)
Mialgias 23 (44)
Artralgias 21 (40)
Disgeusia 4 (7)
Diarrea 5(9)
Hiposmia 1(2)
Cefalea 16 (30)

En los examenes de laboratorio al momento del ingreso, 28 pacientes presentaron

linfopenia (53%), la mediana fue de 1000 céls/mm3 (rango 612 -1285). Dentro de la
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subpoblacion de linfocitos T CD4+ se observo disminucion de CD4 (mediana 217
céls/mm3) y mayor disminucion de CD8 (mediana 153 céls/mm3). De los marcadores
de inflamacién la elevacion de DHL se observé en 75% de los pacientes con una
mediana de 526 U/L (rango 355 - 747), fibrinbgeno de 864 mg/dL (rango 760 - 983)
y de los 35 pacientes que contaban con dimero D la mediana fue de 402 ng/mL
(rango 393 - 653). El 100% de los pacientes presentd cambios radiograficos

bilaterales (tabla 3).

Tabla 3. Exdmenes de laboratorio al ingreso

Parametro Mediana (IQR)
Hb, g/dL 15 (13.8 -15.9)
Plaquetas,10A*/mm? 254.0 (217.0 - 333.0)
Leucocitos, céls/mm?3 9150 (7750 - 14 670)
Neutrofilos, céls/mms3 7575 (5637 - 12 405)
Linfocitos, céls/mms3 1000 (612 -1285)
CDA4+, céls/mm?3 217(156 - 329)
CD8+, céls/mm?3 153 (96 - 217)
CD3+, céls/mm?3 360 (305 - 529)
Relacion CD4/CD8 1.5(0.9-2.1)
DHL, U/L 526 (355 - 747)
Fibrin6geno, mg/dL 864 (760 - 983)
Dimero D (35 pacientes), ng/mL 402 (393 - 653)
Afeccién bilateral en radiografia, % 100

Durante su estancia hospitalaria, el 100 % de los pacientes utilizo algun tipo de
antiviral, principalmente Lopinavir/ritonavir, el 96 % utilizé glucocorticoides, siendo
dexametasona el mas frecuente. Otros tratamientos utilizados fueron tocilizumab
(11%), ruxolitinib (3%), colchicina (38%) y plasma de paciente convaleciente (7%).
En el 59% de los pacientes se usaron antibioticos, siendo las mas frecuentes

cefalosporinas de tercera generacién y macrolidos.

Tabla 4. Tratamiento utilizado

Tratamiento No (%)
Esteroides 48 (96)
Lopinavir/Ritonavir 52 (100)
Ribavirina 9(17)
Tocilizumab 6 (11)
Ruxolitinib 23
Plasma convaleciente 4 (7)
Colchicina 20 (38)
Uso de antibioticos 31 (59)
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Posterior a los 7 dias de seguimiento, se observé mejoria de la linfopenia, asi como

elevacion del conteo de linfocitos TCD4 (mediana 420 céls/mm3) y CD8 (mediana

225 céls/mms3), aunque continuaron por debajo de valores de normalidad. De los

marcadores de inflamacién, se observo disminucién en los valores de DHL (mediana

289 U/L) contrastando con el aumento de valores de dimero D (mediana 517

ng/mL).

Tabla 5. Examenes de laboratorios a los 7 dias ‘

Parametro

Mediana (IQR)

Leucocitos, céls/mms3

10 550 (6825 -15 000)

Neutroéfilos, céls/mms3

8315 (5232 — 11 337)

Linfocitos, céls/mm?3

1015 (580 - 1455)

CD4+, céls/mm3

420 (176 - 646)

CD8+, céls/mm?3

225 (119 - 382)

CD3+, céls/mm?3

658 (325 - 1068)

Relacién CD4/CD8

1.9 (1.3 - 2.5)

DHL, U/L

289 (231 - 423)

Fibrinégeno, mg/dL

528 (231 - 423)

Dimero D (35 pacientes), ng/mL

517 (279 -1215)

Al comparar los valores de laboratorio de ingreso y a los 7 dias de seguimiento, se

observo diferencia estadisticamente significativa en el recuento de CD4+, CD8+, la
relacion CD4+/CD8+, DHL y fibrinbgeno.

Paraclinico, mediana (IQR) Ingreso Dia 7 Valor de p
Leucocitos, céls/mms3 9150 (7750 — 14 670) 10 550 (6825 -15 000) 0.46
Neutroéfilos, céls/mms3 7575 (5637 — 12 405) 8315 (5232-11 337) 0.35
Linfocitos, céls/mm3 1000 (612 -1285) 1015 (580 -1455) 0.33
CD4+, céls/mm3 217 (156 - 329) 420 (176 - 646) <0.001
CD8+, céls/mm?3 153 (96 - 217) 225 (119 - 382) 0.02
CD3+, céls/mm3 360 (305 - 529) 658 (325 - 1068) <0.001
Relacion CD4/CD8 15(0.9-2.1) 19(1.3-25) <0.001
DHL, U/L 526 (355 - 747) 289 (231 - 423) <0.001
Fibrin6geno, mg/dL 864 (760 - 983) 528 (231 - 423) <0.001
Dimero D (35 pacientes), ng/mL 402 (393 - 653) 517 (279 - 1215) 0.6

Debido a que solo tres pacientes del total cursaron con neumonia leve y el resto

cumplieron con criterios de neumonia grave, no se pudo realizar la asociacion de los

parametros de laboratorio con la gravedad de la enfermedad, por lo que se realizo
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solo el analisis de los pacientes con neumonia grave y se valordé si alguna

comorbilidad o valor de laboratorio, ya sea al ingreso o a los 7 dias, tenia relacion

con el desenlace (vivo o muerto), no encontrandose significancia estadistica en

ninguno de ellos (tablas 7 y 8).

abdla al’ a e e e A greso ela O O el dese ace
Variable Vivo (n=) Muerto (n=) Valor de p
Hombres, No (%) 18 (42) 7 (70) 0.17
Hipertensién, No (%) 19 (45) 5 (50) 0.5
Diabetes, No (%) 12 (28) 1(10) 0.2
Obesidad, No (%) 21 (50) 4 (40) 0.4
Leucocitos, céls/mms3 9900 (7850 — 15 400) | 7850 (6925 —12 175) 0.4
Neutrofilos, céls/mm3 8005 (5692 — 12 902) | 6885 (5527 —11 200) 0.6
Linfocitos, céls/mm?3 1070 (775 -1417) 625 (360 -1017) 0.7
CDA4+, céls/mm3 232 (172 - 377) 159 (159 - 261) 0.43
CD8+, céls/mms3 167 (110 - 228) 125 (78 - 171) 0.52
CD3+, céls/mm3 400 (311 - 673) 328 (204 - 360) 0.52
Relacién CD4/CD8 1.7(0.8-2.1) 1.3(1.0-2.0) 0.32
DHL, U/L 480 (330 - 710) 654 (457 - 946) 0.35
Fibrinégeno, mg/dL 864 (753 - 990) 864 (752 - 939) 0.43
Dimero D, ng/mL 344 (269 - 621) 483 (432 - 1665) 0.37
abla 8. Parametros biog ala elacClo on el deseniace
Variable Vivo Muerto Valor de p
Leucocitos, céls/mm3 9450 (6750 -13 250) | 14 050 (10 400 -19 175) 0.58
Neutréfilos, céls/mm3 6890 (4655 —10702) | 12 480 (9350 -17 900) 0.52
Linfocitos, céls/mms3 1165 (657 - 1870) 485 (307 - 652) 0.44
CD4+, céls/mm?3 525 (262 - 671) 154 (88 - 349) 0.43
CD8+, céls/mm?3 276 (145 - 404) 87 (54 -186) 0.39
CD3+, céls/mm?3 760 (446-1139) 248 (207 - 440) 0.43
Relacién CD4/CD8 1.9(1.3-2.5) 1.7 (0.7 -2.8) 0.53
DHL, U/L 278 (214 - 350) 564 (431 - 782) 0.35
Fibrinégeno, mg/dL 502 (348-732) 613 (439 - 750) 0.43
Dimero D, ng/mL 414 (270 - 726) 2121 (699 -3342) 0.38
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DISCUSION

La infeccion grave por SARS-CoV-2 se caracteriza por el desarrollo tardio de una
respuesta inmune adaptativa que conlleva a una eliminacion prolongada del virus vy,
dado que las células T son necesarias para controlar las respuestas inmunes
innatas exuberantes, la ausencia de una potente respuesta de las células T anti-

virus en huéspedes de edad avanzada podria conducir a respuestas desreguladas.®

Un estudio realizado por Grifoni A. y cols., observo la relacién entre el SARS-CoV-2
y los linfocitos, especificamente las subpoblaciones de los mismos, encontrando que
en la fase aguda del mismo se observa una marcada leucopenia con linfopenia
severa (80 % de los pacientes), implicando una pérdida dramatica de células T
CD4+ (90-100% de pacientes) y células T CD8+ (80-90% de pacientes) en
comparaciéon con individuos sanos'®. En nuestro estudio se observé que los
pacientes que presentaron linfopenia fueron menos que los reportados en los
estudios comentados, ya que solo en el 53% se reporto linfopenia, contrastando con
el 80% previamente reportado; sin embargo, al realizar el conteo por subpoblacion
de los mismos, se observd que practicamente el 100% de los pacientes presento
disminucién de linfocitos CD4+ y CD8+ con una mediana de 217 céls/mm3 y 153

céls/mms3, respectivamente.

Un estudio realizado por en Dengy cols., que incluy6 225 pacientes encontré que el
namero de linfocitos reportados en los pacientes fallecidos tuvieron una mediana de
linfocitos al ingreso de 630 células/mm?® observando que estos tendian a la

disminucién en el transcurso de su hospitalizacion;*

este hecho se present6
también en nuestro estudio, ya que la mediana de linfocitos en los pacientes
fallecidos al ingreso fue de 625 céls/mm?3 (rango 360-1017), en comparacion con los
pacientes que no fallecieron, ya que la mediana de linfocitos al ingreso en estos fue
de 1070 céls/mm3 (775-1417). Por otro lado, un estudio realizado por Casas Rojo
JM y cols., en Espafia que incluyo 6424 pacientes reportd disminucion de linfocitos
en 48.2% de los casos, con una media de 950 células/mm?®©?, datos similares a los
obtenidos en nuestro estudio; sin embargo, el tamafio de muestra es mayor en

comparacién con este estudio.

34



Una cohorte de pacientes realizada por Wu C, Chen X, Cai Y y cols., con COVID-19
en Wuhan, China que incluy6 a 197 pacientes reporté que mas de la mitad de sus
pacientes (64%) cursaron con linfopenia lo cual es similar a los datos obtenidos en
nuestro estudio (53% de los pacientes). En el estudio comentado, se encontré que
el conteo disminuido principalmente de CD4 y CD3 se asocio con la progresion a
sindrome de insuficiencia respiratoria aguda (SIRA) mas no a mortalidad,
concluyendo que los recuentos de células CD3 y CD4 mas altas pueden proteger a
los pacientes del desarrollo de SIRA, pero no se observaron resultados similares
cuando se les examino para predecir muerte. Por otro lado, los recuentos de CD8
fueron significativamente mayores en aquellos que no tuvieron un desenlace fatal.
Estos datos contrastan con los obtenidos en nuestro estudio, ya que si bien se
observé disminucion de CD4+, la disminucién de CD3+ no fue tan marcada y si se
observo una disminucion importante de CD8+, y al igual que en el estudio previo, no
hubo asociacion significativa con la mortalidad; sin embargo, los resultados indican
el importante papel que desempefian las células T CD4+ y CD8+ en la neumonia
por COVID-19, ya que casi el 100% presentd disminucién en la subpoblacion de los

mismos.?°

Un estudio realizado por Wang F. y cols., en el Hospital Universitario de Zhongnan
en Wuhan, China incluyé 60 pacientes con el objetivo de determinar el significado
clinico del conteo de subpoblacién de linfocitos en pacientes con COVID-19. Al igual
gue en nuestro estudio, se realiz6 conteo de subpoblacién de linfocitos al ingreso y
tras una semana de tratamiento. En dicho estudio, se encontré que al ingreso el
72% de los pacientes tenian conteo de linfocitos totales por debajo del limite inferior
de normalidad. En cuanto a subpoblacion de los mismos, se encontré que los casos
severos tenian menor cantidad de CD4+ y CD8+ sin alterar la relacion entre ellos.
Posterior al tratamiento, el cual se realiz6 con oxigeno, glucocorticoides
intravenosos y diversos antivirales (lopinavir/ritonavir, remdesivir o ribavirina), el
67% presento respuesta clinica, en los cuales el conteo total de linfocitos, CD8+ y
células B, aumentaron significativamente sin observarse cambios en el conteo
celular de CD4+, la relacién CD4+/CD8+ y células NK, concluyendo con un analisis
multivariado que la disminucién de CD8+ e incremento de la relacion CD4+/CD8+
posterior al tratamiento es un factor independiente que predice mala respuesta al

mismo.?® Este es un estudio muy similar al nuestro, tanto por el tamafio de muestra
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como por ser uno de los pocos encontrados en la literatura que han medido la
subpoblacion de linfocitos tras los 7 dias de tratamiento. En nuestro estudio, los
pacientes utilizaron tratamientos similares como lopinavir/ritonavir, ribavirina y
glucocorticoides, observandose también que los pacientes que fallecieron tuvieron
disminucién de CD4+ y CD8+; sin embargo, la diferencia, no fue estadisticamente

significativa (valor de p 0.43 y 0.39 respectivamente).

Se ha demostrado que los linfocitos expresan el receptor ACE2 en su superficie, por
lo tanto, SARS-CoV-2 puede infectar directamente esas células y finalmente
conducir a su lisis. Ademas, la tormenta de citocinas se caracteriza por niveles
marcadamente aumentados de interleucinas [principalmente IL-6, IL-2, IL-7, factor
estimulante de colonias de granulocitos, proteina inducible por interferon y factor de
necrosis tumoral alfa (FNT- a)], que puede promover la apoptosis de linfocitos y ser
una de las causas de linfopenia. ** *°. En nuestra poblacién estudiada, no se conté
con la medicion de dichos pardmetros para valorar si existia una asociacion de los
niveles de subpoblacién de linfocitos con el aumento de interleucinas, sobre todo IL-

6 y el prondstico de estos pacientes.

Una de las ventajas de este estudio es que es uno de los primeros en analizar
pacientes con COVID-19 y su relacion con la subpoblacion de linfocitos T en nuestro
pais. A pesar de ser de los primeros en valorar estos pardmetros en pacientes con
neumonia grave por SARS-CoV-2, este estudio cuenta con algunas limitaciones.
Primero, el tamafio de muestra es muy pequefio; ademas, al momento del ingreso
practicamente el 100% cumplia criterios para neumonia grave, por lo que no se
pudo valorar el conteo de subpoblacion de linfocitos en pacientes con enfermedad
leve y buscar una asociacién con la gravedad. Asimismo, tuvimos limitaciones al
medir parametros como ferritina, dimero D e IL-6, ya que la determinacion de los

mismos no esta disponible de manera consistente en nuestro centro hospitalario.

El conocimiento actual sobre COVID-19 sigue siendo incompleto y fragmentado.
Estudios de cohortes de varios paises sugieren que los factores de riesgo y el
prondstico de esta enfermedad pueden no ser extrapolados a otras areas
geograficas, ya que podrian verse influenciados por condiciones especificas de

salud publica o problemas relacionados con la raza. Por lo tanto, existe una
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necesidad urgente de comprender la magnitud y la composicion de las respuestas
de las células T CD4+ y CD 8+ humanas al SARS-CoV-2, y su asociacion con el

pronéstico de estos pacientes. '

En este punto de la pandemia, la linfopenia significativa se ha hecho evidente en los

pacientes con enfermedad severa'®!"'®,

Sin embargo, la medicibn de la
subpoblacion CD4+ y CD8+ sobre todo al ingreso hospitalario, es importante para
establecer si la linfopenia presente en ese momento de la fase aguda, se pudiera
relacionar con la gravedad de la COVID-19 y de acuerdo a ello valorar si pudieran

beneficiarse con los nuevos tratamientos.

CONCLUSION

La linfopenia es un pardmetro de laboratorio muy evidente en individuos que
presentan enfermedad severa por SARS-CoV-2. En pacientes que tienen un
desenlace fatal los niveles de subpoblacién de linfocitos CD4+ y CD8+ se
encuentran mas bajos en comparaciéon de pacientes vivos; sin embargo, esta

diferencia no fue estadisticamente significativa.
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HOJA DE RECOLECCION DE DATOS

Titulos del protocolo: Determinacion la asociacion entre los niveles de subpoblacién de linfocitos T
CD4+/ CD8+ y las caracteristicas clinicas de pacientes con COVID-19 atendidos en el Hospital de
Infectologia del Centro Médico Nacional La Raza.

Paciente N° (folio):

Iniciales:
Fecha ingreso:
Sexo: Hombre_~ Mujer Edad:
Peso: Talla: IMC:

Ficha de Identificacion

1.- Hipertension arterial sistémica

a. Si b. No
2.- Diabetes mellitus

a. Si b. No
3.- Obesidad

a. Si b. No

4.- PCR para SARS-CoV-2
a. Positivo b. Negativo

5.- Sintomas:

Fiebre | Tos | Expectoracion | Disnea | Dolor | Mialgias | Artralgias | Disgeusia | Diarrea | Hiposmia | Cefalea
térax
SI

NO

6.- Frecuencia respiratoria:

7.- Saturacion de oxigeno por pulsioximetria:

8. Saturacion de oxigeno por gasometria:

9.- Presion parcial de Oxigeno en gasometria (PaO2):
10.-PaFi: _ FiO2:

11.- Radiografia de torax:
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a. Afeccion unilateral b. Afeccion bilateral

12.- Laboratorios de ingreso:

Plag | Leuc | Neutr | Linfo | Hb | C C Relaci | VIH | D| Fibrin | Di Ferrit Proca | PCR VSG
uetas | ocitos | 6filos | citos D4 | D8 | 6n H| 6geno | mer | nia Icitoni
+ + CD4+/ L oD na
CD8+
SI
NO

13.- Tratamiento:

a. Esteroides: Si  No

b. Lopinavir/Ritonavir: Si  No

c. Ribavirina: Si No

d. Tocilizumab: Si No

e. Plasma convaleciente: Si  No
f. Colchicina

g. Antibidtico: Si No

14 .- Ventilaciobn mecanica: Si  No

15. Neumonia leve: Si No

16. Neumonia severa: Si No

15.- Laboratorios de control (a los 7 dias)

Plag Leuc Neutr | Linfo | Hb | C C Relaci | VIH | D| Fibrin | Di Ferrit Proca | PCR VSG

uetas | ocitos | ofilos | citos D4 | D8 | 6n H| 6geno | mer | nia Icitoni
+ + CD4+/ | SI L oD na
CD8+ NO

14.- Desenlace:
Alta( ) Defuncion ( )
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ANEXOS

Consentimiento informado

3

\D

IMSS

SOLIDARIDAD SOCIAL

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

CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO

" CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA PARTICIPACION EN PROTOCOLOS DE
INVESTIGACION

Nombre del
estudio:

Lugar y fecha:

NuUmero 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:
Participacion o
retiro:

Privacidad y

Asociacion entre los niveles de subpoblacién de linfocitos T CD4+/ CD8+ y las
caracteristicas clinicas de pacientes con COVID-19 atendidos en el hospital
de Infectologia del Centro Médico Nacional La Raza.

Ciudad de México, diciembre 2020

Se le ha invitado a que participe en un estudio donde se busca la asociacion
entre los niveles de linfocitos CD4+/CD8+, las cuales son células presentes
en la sangre que nos ayudan a combatir infecciones, incluyendo la
enfermedad COVID-19.

Usted debe leer este documento que se llama consentimiento informado y
explica el estudio. Por favor haga todas las preguntas que sean necesarias
para que pueda decidir si desea participar o no en este estudio.

Una vez que acepte participar en este estudio, usted nos permitira revisar el
expediente fisico, electronico y respondera preguntas para complementar la
informacion, asi mismo se tomaran muestras de sangre al momento del
ingreso y 7 dias después para realizar conteo de linfocitos y otros
parametros de laboratorio.

El riesgo es minimo, ya que se realizara toma de sangre aproximadamente 10
ml por puncién venosa a su ingreso y 7 dias después; usted podra sentir un
dolor minimo al momento de la puncién, el cual desaparecera al termino del
procedimiento; puede presentar ardor o comezon leve en el sitio de puncion o
un minimo sangrado el cual cedera al aplicar presion con algodoén estéril.

Al participar en este estudio, usted ayudara a que se evalué la asociacion
entre los niveles de linfocitos y la gravedad de la enfermedad y con ello
ayudar a futuros pacientes se beneficien de tratamientos mas tempranos o
mas prolongados en aquellos con riesgo de progresion a enfermedad mas
severa.

De acuerdo con la interpretacién de los resultados se informara del conteo de
linfocitos y si estos se han modificado después del tratamiento, asi como su
posible relacion de estas cifras con la gravedad de su enfermedad.

Usted podra participar en este estudio si asi lo desea, después de recibir la
informacion acerca de riesgos y beneficios. Durante el transcurso del estudio
usted podra contactar a los investigadores para resolver cualquier duda, y en
cualquier momento usted podré retirarse del mismo si asi lo desea.

CONFIDENCIALIDAD
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confidencialidad: | 3 informacién que se obtenga de su participacion en el estudio se
mantendrd en forma confidencial y su identidad no sera revelada. Los
resultados del estudio pueden ser publicados con propdsitos cientificos sin
que su identidad sea revelada. Ademas, se identifcara cada paciente con sus
iniciales y un namero de folio con la finalidad de mantener la confidencialidad
de los datos personales.

CONSENTIMIENTO

He leido o me han leido esta forma de consentimiento informado, la cual
describe el propodsito y naturaleza de este estudio. He tenido tiempo para
revisar esta informacién y se me ha brindado una oportunidad para hacer
preguntas. He recibido respuestas que satisfacen plenamente mis preguntas.
Entiendo que mi participacion en este estudio es completamente voluntaria.

En caso de coleccion de material bioldgico (si aplica):

No autoriza que se tome la muestra.

Si autorizo que se tome la muestra para este estudio.

Disponibilidad de tratamiento médico en derechohabientes (si aplica):

Beneficios al término del estudio: Determinar si existe asociacion entre el
conteo de linfocitos CD4+ y CD8+ y la
gravedad de COVID-19.

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

Investigador Responsable: Dr. Juan Carlos Dominguez Hermosillo, teléfono 57245900 ext. 23924

Colaboradores: Dr. Martin Luis Figueroa Velasquez, teléfono 662 1402343

O a la siguiente direccion: Avenida Jacarandas s/n colonia La Raza, delegacion Azcapotzalco, CP. 02990,
ciudad de México. Hospital de Infectologia Centro Médico Nacional La Raza. Teléfono 57245900 extensién
23924.

En caso de dudas o aclaraciones sobre sus derechos como participante podra dirigirse a: Comité de Etica
en Investigacion 3502 de la Unidad Médica de Alta Especialidad (UMAE) del Hospital General “Dr.
Gaudencio Gonzalez Garza” del Centro Médico Nacional (CMN) La Raza: Avenida Jacarandas sin numero,
Colonia La Raza. Delegacion Azcapotzalco, Ciudad de México. Direccién de Investigacion en Salud,
teléfono: 57245900 extension 24428

Nombre y firma del paciente Nombre y firma del médico
Testigo 1 Testigo 2
Nombre, direccion y Nombre, direccién y
firma firma

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