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. RESUMEN

En este trabajo se estudio la relacion entre la tormenta de citocinas y la carga viral con
la gravedad de la enfermedad COVID-19 y la evolucién clinica en 22 pacientes
positivos a SARS-CoV-2. De acuerdo con las caracteristicas clinicas de cada paciente
se clasificaron en 3 grupos de estudio: leves-moderados (4), graves (8) y criticos (10).
Las comorbilidades mas frecuentes fueron la diabetes y la hipertension y con menos
frecuencia la obesidad. Se realizé el seguimiento de cada paciente desde el dia de
ingreso hasta el dia de egreso o fallecimiento, dicho seguimiento consto en dos tomas
realizadas, en promedio, a los 7 y a los 12 dias después del inicio de sintomas, con un
promedio entre tomas de 5 dias, cada toma consto de exudado nasofaringeo o
expectoracion y sangre periférica. Las alteraciones hematoldgicas como neutrofilia,
trombocitopenia y linfopenia fueron mas frecuentes en los grupos grave y critico al igual
gue la elevacion de marcadores como ferritina, proteina C reactiva y velocidad de
sedimentacion globular. De acuerdo a los hallazgos tomograficos y al resultado de
PCR, todos los pacientes tenian un valor de 6 en la escala de CO-RADS con hallazgos
tipicos de COVID-19, el 68.18% (15/22) de los pacientes requirié el uso de ventilador
mecdnico. La carga viral se determiné por medio de cuantificacion absoluta por gPCR y
se observo una disminucion significativa (p=0.02) de la carga viral en el grupo COVID-
19 leve-moderado, en el grupo COVID-19 grave hubo una ligera disminucién de la
carga viral pero no fue significativa (p=0.55) y en el grupo COVID-19 critico hubo un
aumento en la carga viral, sin embargo, no fue significativo (p=0.38). Se realiz6 la
comparacion de la expresion de las citocinas proinflamatorias con un grupo control de
pacientes sanos, sin embargo, ninguno de los genes tuvo una diferencia significativa de
cada toma en comparacion con dicho control: IL-13 (p=0.18 y p=0.21), IL-6 (p=0.10 y
p=0.06) y TNF-a (p=0.43 y p=0.18) ni se observd una diferencia significativa (p=0.22)
entre la toma 1 y la toma 2, al no encontrar una sobreexpresion significativa de las
citocinas proinflamatorias en los pacientes criticos se determiné que no padecieron la
tormenta de citocinas y que su fallecimiento se debié a otros factores que deben
estudiarse mas a detalle. No se encontrO0 una asociacion entre la carga viral y la

expresion de las citocinas inflamatorias con la gravedad de la enfermedad COVID-19.

17

——
| —



ll.  INTRODUCCION

El virus SARS-CoV-2 es un agente zoonotico emergente que aparecié a finales del
2019 en Wuhan, China y que se ha convertido en una amenaza a la salud a nivel
mundial debido a que se transmite facilmente directa o indirectamente de una persona
a otra. Debido al brote, la OMS (2020) designo al virus SARS-CoV-2 como la sexta
emergencia de salud publica internacional el 30 de enero del 2020, y el 11 de febrero
de 2020 nombroé la enfermedad causada por el nuevo coronavirus como Coronavirus
Disease 2019 (COVID-19) declarandolo pandemia el 11 de marzo de 2020 con casos

confirmados en mas de 205 paises.

SARS-CoV-2 produce sintomas similares a los de la gripe, entre los que se incluyen
fiebre, tos, disnea, mialgia y fatiga. También se ha observado la pérdida subita del
olfato y el gusto (sin que la mucosidad fuese la causa). En casos graves se caracteriza
por producir neumonia, sindrome de dificultad respiratoria aguda, sepsis y choque
séptico que conduce a alrededor del 5 % de los infectados a la muerte (Pérez et al.
2020). COVID-19 esta asociada a una alta morbimortalidad en los pacientes de la
tercera edad y/o con presencia de enfermedades crénicas. Se presenta en la mayoria
de los casos con un cuadro clinico correspondiente a una infeccidén respiratoria alta
autolimitada; sin embargo, en grupos de riesgo presenta una rapida progresion a una

neumonia grave y fallo multiorganico, generalmente fatal (Pérez et al. 2020).

Una de las incégnitas que presenta la COVID-19 es la diferencia en el grado de
afectacion que presentan algunos pacientes. Probablemente, para explicar esa
diferencia, hay muchos factores implicados y todos ellos estan abiertos al debate que
genera la reciente explosion de investigaciones sobre COVID-19 en los ultimos meses.
Desde polimorfismos en el receptor del virus ACE-2, la mayor susceptibilidad que
suponen algunas patologias previas o la importancia de la dosis o carga viral con la
gue se infecta el individuo. No obstante, una de las teorias que toma un gran interés,
probablemente por sus implicaciones terapéuticas, es la de un mecanismo de
respuesta inmunitaria excesiva, una hiper inflamacion conocida como tormenta de

citoquinas. (De Francisco & Pérez, 2020)
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. MARCO TEORICO
3.1. Antecedentes

En el mes de diciembre de 2019, un nuevo virus perteneciente a la familia de los
coronavirus irrumpié como agente patdégeno en la regidbn de Wuhan en China,
provocando un sindrome respiratorio agudo severo (SARS) de alta letalidad (Serrano,
et al., 2020), con una tasa general de muertes por niumero de casos diagnosticados del
6.87% (Abduljalil, et al.,, 2020). Chen et al. presentaron un estudio en el que
demuestran que la infecciébn por SARS-CoV-2 severa se asocia con linfopenia a
expensas de caidas de linfocitos T CD4+ y CD8+ pero no de linfocitos B,
hiperproduccion de citoquinas IL-6, IL-2R (receptor soluble de la IL2), IL-10, TNF-a y
CCL-2 y descenso en la expresion de IFN-y en linfocitos T CD4+. Los niveles de IL-6,
IL-2R, IL-10 y TNF-a suben discretamente o permanecen en rango normal en casos
moderados pero muy elevados en casos severos. Este estudio parece apuntar que la
tormenta de citoquinas se asocia con la enfermedad COVID-19 severa (Chen, et al.,
2020).

Los primeros indicios de que los casos graves de COVID-19 que incluyeron una
tormenta de citocinas salieron de hospitales chinos cerca del epicentro del brote. Los
médicos en Wuhan, en un estudio de 29 pacientes, informaron que se encontraron
niveles mas altos de las citocinas IL-2R e IL-6 en infecciones de COVID-19 mas
graves. La IL-6 también fue un indicador temprano de una condicion similar a una
tormenta de citocinas en un analisis de 11 pacientes realizado por médicos en Cantén
(Amber, 2020).

Otro equipo, que analizd6 150 casos en Wuhan, descubri6 que una variedad de
indicadores moleculares para una tormenta de citocinas, incluidos IL-6, proteina C
reactiva (PCR) y ferritina, eran mas altos en los que murieron que en los que
sobrevivieron. Y los inmundlogos en Hefei, en el este de China, informaron resultados
similares entre los pacientes que murieron, asi como altos niveles de células inmunes
activas y dafinas que arrojan citocinas peligrosas en la sangre de pacientes con

COVID-19 que requirieron cuidados intensivos. (Amber, 2020)

19

——
| —



El concepto de “tormenta de citocinas” se deriva de la observacidon de que los pacientes
con COVID-19 que requirieron ingreso en la unidad de cuidados intensivos presentaron
concentraciones circulantes elevadas de CXCL-10, CCL-2 y TNF-a en comparacion
con aquellos en los que la infeccion fue leve o moderada (Coperchini, et al., 2020).
Ademas, se han detectado niveles elevados de IL-1, IFN-y y IP-10 en pacientes con
COVID-19. Estas citocinas inflamatorias pueden estimular la activacion de las células T
auxiliares tipo 1 (Thl). La respuesta Thl es un evento crucial en la respuesta del
sistema inmunoldgico. Los individuos afectados por COVID-19 también mostraron
niveles mas altos de citocinas secretadas por células Th2 (es decir, IL-4 e IL-10), que
inhiben la respuesta inflamatoria. Los niveles séricos de estas citocinas en pacientes
con COVID-19 estan relacionados con una mayor gravedad de la enfermedad (Huang,
et al., 2020).

Otra casusa de la severidad de algunos casos de pacientes con COVID-19 gque se ha
estado estudiando es la carga viral en el momento de la exposicion al virus. Estudios
llevados a cabo en China han determinado que quienes cuidan de pacientes con
COVID-19 son mas susceptibles que otros porque, probablemente, estan expuestos al

virus todos los dias, durante sus horas de trabajo (Plitt, 2020).

Zou, Ruan, Huang, et al. (2020) monitorearon las cargas virales del SARS-CoV-2 en
muestras de vias respiratorias superiores, se analiz6 la carga viral en frotis nasales y
faringeos obtenidos de los 17 pacientes sintoméaticos en relacion al dia de inicio de
cualquier sintoma. Se detectaron cargas virales mas altas (inversamente relacionadas
con el valor de Ct) poco después de la aparicion de los sintomas, con cargas virales
mas altas detectadas en la nariz que en la garganta. Se detectd la carga viral en un
paciente asintomatico y se determind que fue similar a la de los pacientes sintomaticos,
lo que sugiere el alto potencial de transmisibn de pacientes asintomaticos o
minimamente sintomaticos al inicio de la enfermedad. Estos hallazgos concuerdan con
los informes de que la transmision puede ocurrir temprano en el curso de la infeccion
ademas se sugiere que una persona puede tener una gran carga viral (dependiendo de
la etapa de la infeccién en la que se encuentre) y no estar severamente enfermo o

siquiera tener sintomas.
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Ademas, se ha podido demostrar la ausencia de virus infectivo con cargas virales por
debajo de 105 copias por muestra. Esto parece indicar que, en personas con sintomas
leves, méas alla de la primera semana tras el inicio de sintomas, la probabilidad de
transmitir la infeccién a otros seria muy baja, incluso cuando el virus aun es detectable
mediante PCR (Wélfel, 2020). En personas con un curso clinico mas grave la carga
viral es de hasta 60 veces mayor que las que tienen un curso mas leve y, ademas, la

excrecion viral puede ser mas duradera. (Liu, 2020)

Hoy en dia, el tratamiento con antivirales tiene una efectividad limitada. El virus muta y
por ende cambia rdpidamente sus antigenos inmunogénicos debido a deriva genética
(mutaciones puntuales en los genes de los antigenos) y por cambio antigénico
(cambios de un gen completo entre distintas variantes de un virus) lo que le llevan al

escape inmunoldgico.

3.2. Sistema inmunologico y sistema respiratorio contra los virus

El tracto respiratorio es la ruta mas comdn de entrada viral, consecuencia de la
superficie mucosa expuesta y la tasa de ventilacién en reposo de 6 litros de aire por
minuto. La enorme area de absorcion del pulmén humano (140 metros cuadrados)
también juega un papel. Cada minuto se introducen en el tracto respiratorio un gran
namero de particulas extrafias y gotitas en aerosol, que a menudo contienen viriones.
La razon por la que no nos infectamos con mas frecuencia es que existen numerosos
mecanismos de defensa para proteger el tracto respiratorio. Abundan las barreras
mecanicas; por ejemplo, el tracto estd revestido con una capa mucociliar que
comprende células ciliadas, células caliciformes secretoras de moco y glandulas
subepiteliales secretoras de moco (Racaniello, 2009). Las particulas extrafias que
ingresan a la cavidad nasal o al tracto respiratorio superior quedan atrapadas en el
moco y se transportan a la parte posterior de la garganta donde se tragan. Si las
particulas alcanzan el tracto respiratorio inferior, también pueden quedar atrapadas en
el moco, que luego se eleva y sale de los pulmones por accion ciliar. Los tramos mas
bajos del tracto respiratorio, los alveolos, carecen de cilios. Sin embargo, estos sacos
de intercambio de gases estdn dotados de macrdfagos, cuya funcion es ingerir y

destruir particulas. (Racaniello, 2009)
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Los virus pueden ingresar al tracto respiratorio, como ya se menciond, en gotitas en
aerosol producidas al toser, estornudar o simplemente hablar, cantar o respirar. La
infeccion también puede transmitirse por contacto con saliva u otras secreciones
respiratorias de un individuo infectado. Las gotas de aerosol mas grandes aterrizan en
la nariz, mientras que las mas pequefias pueden aventurarse mas profundamente en el
tracto respiratorio, incluso hasta el alveolo (Flores, 2020). Para que un virus establezca
con éxito una infeccion en el tracto respiratorio, debe evitar ser arrastrado por el moco
o engullido por los macrofagos alveolares. Luego estan los mecanismos inmunes mas
especificos que pueden intervenir. Baste decir que, si un virus establece una infeccién
en el tracto respiratorio, ha superado una serie de barreras formidables que aseguran

gue no estemos continuamente infectados. (Racaniello, 2009)

Cuando el virus llega a los pulmones comienza a afectar el epitelio de los alveolos, que
es una parte de la pared alveolar, que, al ser dafiada, empieza a llenar de agua los
alveolos, impidiendo el ingreso adecuado de oxigeno y de la salida del diéxido de
carbono. Es aqui cuando el paciente nota la dificultad para respirar. (Flores, 2020).
Donde se produce el intercambio gaseoso, inician los fendmenos inflamatorios y hasta
hemorragicos, llevando a una condicion critica. Mientras esto ocurre, en los pulmones
comienzan a aparecer manchas en forma de nube que se distribuyen de forma difusa y
gue crecen hasta ocupar el campo pulmonar. Si el pulmén queda totalmente blanco, el

paciente requiere de ventilacion mecénica para poder respirar. (Flores, 2020)

Uno de los mecanismos mas sofisticados de defensa del organismo es el sistema
inmunolégico, el cual no solo se encarga de eliminar a aquellos agentes extrafios que
buscan ingresar al organismo, sino que a partir de ellos genera anticuerpos para evitar
volver a enfermarnos. Cuando un virus ingresa, este puede ser depurado por una
primera linea de defensa gracias a los macréfagos, células responsables de ubicar,
engullir y destruir el patdgeno. En esta primera etapa se encuentran aquellos pacientes
gue no desarrollan sintomas (asintomaticos) o sintomas leves. En estos casos, las

personas logran recuperarse en los primeros dias del contagio. (Flores, 2020)
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Cuando los macréfagos no logran destruir al virus se activa un segundo grupo de
células que sirven de enlace entre esta primera linea de defensa y la siguiente: las
células dendriticas, las cuales son macrofagos inactivos que buscan destruir también al
intruso. En caso esto tampoco llegara a funcionar, empieza a activase la artilleria
inmunolégica. Lo que deberia ser un ataque simple para eliminar el virus, termina por
desencadenar una respuesta mas sistémica. El cuerpo empieza a detectar que hay un
agente agresor en el pulmén y empieza a enviar toda su bateria inmunolégica hacia

esa zona. (Flores, 2020)

En esta segunda linea defensiva se hacen presentes ciertos mediadores llamados
interleucinas, un grupo de citocinas inflamatorias que liberan una fuerte reaccion
inmunoldgica defensiva, denominada “tormenta de citocinas”. Esta gran inflamacion
gue inicia el sistema inmunolégico buscar destruir al virus. Sin embargo, el nivel
inflamatorio es tan alto que incluso puede llegar a dafiar al 6rgano mismo. La aparicion
de la fiebre no siempre se debe al virus, sino que también puede ser una respuesta
inflamatoria secundaria a la enfermedad. Para producir fiebre, el cuerpo tiene que
empezar a producir las mismas interleucinas que se manifiestan cuando hay una
infeccién, y generan una formacién de otros mediadores que viajan al hipotalamo y

alteran el termostato natural del cuerpo (Flores, 2020)

Toda esta accidén para combatir al virus, lleva a que se produzcan casos de neumonia
severa que llevan al paciente a un peor cuadro clinico que cuando es trasladado a la
Unidad de Cuidados Intensivos (UCI). Los especialistas coinciden en que la respuesta
del organismo para librarse del virus puede causar una gran accién sobre los 6rganos
generando un “dafo colateral”’, es decir, incluso nuestro propio cuerpo puede provocar

un mayor dafio a nosotros mismos (Flores, 2020).

Los pacientes con males preexistentes, como hipertension, diabetes y/u obesidad, se
encuentran en una situacion mucho mas riesgosa debido a que las enfermedades
cronicas que padecen ya generan una inflamacion crénica, en bajas dosis, y su sistema
de defensa ya estd desgastado, y aunado a la infecciéon por SARS-Cov-2 esto puede

tener como consecuencia la muerte del paciente.
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3.3. SARS-CoV-2

El SARS-CoV-2 es un [-coronavirus envuelto, de tipo ARN de cadena positiva,
monocatenaria, con una secuencia genética muy similar al SARS-CoV-1 (80%) y al
coronavirus de murciélago RaTG13 (96,2%). La envoltura viral esta recubierta por
glicoproteina pico (S), proteinas de la envoltura (E) y de la membrana (M). La unién y la
entrada de la célula huésped estan mediadas por la proteina S. El primer paso en la
infeccion es la union del virus a una célula huésped a través de su receptor objetivo. La
subunidad S1 de la proteina S contiene el dominio de union al receptor que se une al
dominio de peptidasa de la enzima convertidora de angiotensina 2 (ACE 2). En el
SARS-CoV-2, la subunidad S2 esta muy conservada y se considera un posible objetivo
antiviral. (Cevik, et al., 2020).

El SARS-CoV-2, ademéas de los pulmones, también puede infectar otros 6rganos y
tipos celulares durante el curso de la enfermedad, incluyendo las células mucosas del
intestino, las células tubulares del rifién, células del sistema linfoide y reticulo endotelial
y también las células del sistema nervioso. (Serrano, et al.,, 2020). Esto debido, en
parte, a que el receptor ACE-2 se expresa también en células epiteliales del intestino,
rifidn, corazdn y vasos sanguineos (Sanchez, et al., 2020). Infecta y se replica de forma
eficiente en los neumocitos, macrofagos y células dendriticas de las partes mas
profundas del parénquima pulmonar en las que reside el receptor celular ACE-2 que es
utilizado por este virus para unirse a estas células e iniciar el proceso infeccioso (J.
Reina, 2020).

El periodo de incubacion del SARS-CoV-2 es de 2 y hasta 11 dias, de acuerdo a los
reportes de diferentes paises se recomienda considerar un periodo de incubacién hasta
de 15.5 dias; la aparicion de sintomas, en promedio, es después de 5 dias, y de
acuerdo con la Organizacion Mundial de la Salud hasta de 14 dias después, de ahi que
la recomendacion de aislamiento o cuarentena abarque minimo 14 dias, algunos
paises han recomendado hasta 21 dias de cuarentena con monitoreo de presencia del

virus en pruebas seroldgicas. (Sanchez, et al., 2020)
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3.4. Mecanismo de trasmision

Como principales rutas de transmision del SARS-CoV-2 de humano a humano esté la
nosocomial, y entre miembros de la familia o durante contacto cercano de personas
(dentro de 1 a 2 m) asi como a través de gotas respiratorias producido por una persona
infectada cuando tose o estornuda (dentro de un rango de aproximadamente 2 m)
(Zheng, 2020). El virus se transmite a través del contacto con gotas de una persona
infectada, aunque se han hecho observaciones de la posibilidad de transmisién por via
aérea por lo que debe tenerse consideracion especial cuando se generan aerosoles y
la conjuntiva estd expuesta, ya que el riesgo de transmisién es mayor (Sanchez, et al.,
2020), se ha visto que puede permanecer en forma de aerosoles cerca de 3 hrs y en

las superficies (carton, plastico) hasta 72 hrs (van, et al., 2020)

El SARS-CoV-2 se aislé por primera vez de una muestra de lavado broncoalveolar y
también se detectd ARN del virus en frotis nasofaringeos y faringeos, asi como en
sangre, heces, orina y saliva. (Park, 2020). Lo que se sabe sobre la transmision
(basado en estudios de rastreo de contactos) es que la capacidad de transmision es
maxima en la primera semana de la enfermedad, y no se ha documentado la
transmision después de este periodo (Cevik, et al., 2020), de acuerdo a la OMS (2021)
el periodo de excrecién de viriones infecciosos en pacientes sintométicos es de unos 5-

6 dias a partir de la aparicion de cualquier sintoma.

Los pacientes gravemente enfermos o inmunodeprimidos pueden tener una
diseminacién del virus relativamente prolongada y algunos pacientes pueden tener una
diseminacion intermitente de ARN; sin embargo, los resultados de niveles bajos
cercanos al limite de deteccidbn pueden no constituir particulas virales infecciosas.
(Cevik, et al., 2020). Si bien las personas asintomaticas (aquellas que no presentan
sintomas durante la infeccion) pueden transmitir la infeccién, su grado relativo de

contagiosidad parece ser limitado.

Las personas con sintomas leves y aquellas cuyos sintomas aun no han aparecido
todavia portan grandes cantidades de virus en el tracto respiratorio superior, que podria

contribuir a la facil y rapida propagacion del SARS-CoV-2. Es probable que la
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transmision sintomatica y presintomatica (uno o dos dias antes del inicio de los
sintomas) desempefie un papel mas importante en la propagacion del SARS-CoV- 2.
Sigue siendo necesaria una combinacion de medidas preventivas, como el
distanciamiento fisico y las pruebas, la localizacion y el autoaislamiento. (Cevik, et al.,
2020). Durante el periodo de incubacion (tiempo transcurrido entre la exposicion y los
sintomas de aparicion en un organismo patdgeno), el organismo puede multiplicarse y
alcanzar un limite umbral necesario producir sintomas en el hospedero (Rodriguez, et
al., 2020).

3.5. Replicacion del SARS-CoV-2

Existen cuatro proteinas estructurales que son esenciales para que el virus se replique,
se ensamble e infecte al huésped: la proteina S (espiga) es, como ya se menciond, la
encargada de la union a las células del huésped, este homotrimero tiene proyecciones
extracelulares que le dan al virus la apariencia de una corona de picos. La proteina M
(membrana) se conforma de tres dominios transmembrana que le dan la forma circular
a la particula viral y se une hacia el interior a la nucleocapside. La proteina E
(envoltura) permite el ensamblaje y la liberacién extracelular del virus. La proteina N
(nucleocapside) esta conformada por dos dominios que se une al ARN, se une a la
proteina nsp3, para empaquetar el genoma del virus, ademas de ser antagonista del
IFN (interferén) (Sanchez, et al., 2020).

Casi dos terceras partes del ARN gendmico del virus se utiliza como un molde o
plantilla para la traduccion directa de una poliproteina la/lab (pp la/lab) que se
encarga de la codificacion de proteinas no estructurales (nsp, de las que se conocen
16, algunas con funciones aun no descritas) que son fundamentales para la formacion
del complejo de replicacion- transcripcion del ARN del virion, la restante tercera parte,
se utiliza para la codificacion de proteinas estructurales, S, M, N, E (figura 1) y otras
proteinas que varian segun el coronavirus, como la proteina HE (esterase de
hemaglutinina), proteina 3a/b, 4a/4b. (Sanchez, et al., 2020)
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Figura. 1 Composicion de ARN gendémico de SARS-CoV-2. S: proteina de pico, E: proteina de envoltura, M:
proteina de membrana y N: proteina de nucleocapside. Fernandez-Rua, J. M. (2020)

El virus se une a la ACE 2 como receptor de la célula diana del huésped en sinergia
con la serina proteasa 2 transmembrana del huésped (proteina de la superficie celular),
gue se expresa principalmente en las células epiteliales de las vias respiratorias y en
las células endoteliales vasculares. Esto conduce a la fusion de la membranay libera el
genoma viral en el citoplasma del hospedador (figura 2). Las etapas (3-7) muestran los
pasos restantes de la replicacion viral, que conducen al ensamblaje, la maduracion y la

liberacion del virus. (Cevik, et al., 2020)
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Figura. 2 Replicacion virus SARS-CoV-2. Cevik, et al., 2020. Modificado febrero, 2021.




3.6. COVID-19

Después de un periodo de incubacién medio de unos 5 dias, una infeccion tipica en
COVID-19 comienza con tos seca Y fiebre de bajo grado (38.1-39°C). De acuerdo a la
OMS (2021) la mayoria de los pacientes presentan fiebre (83%-99%), tos (59%-82%),
astenia (44%-70%), anorexia (40%-84%), disnea (31%-40%) y mialgias (11%-35%).
También se han descrito otros sintomas inespecificos, como faringodinia, congestion
nasal, cefaleas, diarrea, nauseas y vOmitos. Asimismo, se han descrito anosmia
(pérdida del olfato) y ageusia (pérdida del gusto) antes del inicio de los sintomas
respiratorios. En la mayoria de los pacientes, la COVID-19 sigue siendo leve o
moderada y los sintomas se resuelven en el plazo de una semana, por lo que los
pacientes suelen recuperarse en casa. Alrededor del 10% de los pacientes
permanecen sintomaticos hasta la segunda semana. Cuanto mas tiempo persistan los
sintomas, mayor sera el riesgo de desarrollar una COVID-19 mas grave, que requerira
hospitalizacion, cuidados intensivos y ventilacion invasiva. El resultado de COVID-19 es
a menudo impredecible, especialmente en pacientes mayores con comorbilidades.
(Hoffmann & Kamps, 2021). Los pacientes mayores y aquellos con afecciones médicas
subyacentes especificas, se asocian con una mayor gravedad de la enfermedad,
mientras que aquellos con multiples de estos factores de riesgo estan asociados con un

riesgo aun mayor de enfermedad grave.

Es asi como enfermedad COVID-19 puede presentarse como leve, moderada y grave,
por lo tanto, las manifestaciones clinicas varian desde formas asintomaticas hasta
manifestaciones multiorganicas y sistémicas con insuficiencia respiratoria que requiere
apoyo en una unidad de cuidados intensivos (UCI). Aproximadamente la mitad (49.0%)
de los pacientes que mueren presentan comorbilidades preexistentes como
enfermedades cardiovasculares, hipertension, diabetes, enfermedades respiratorias

cronicas y enfermedades oncoldgicas.

La enfermedad leve ocurre en el 81% de los casos con sintomas que incluye fiebre
leve, tos (seca), dolor de garganta, congestion nasal, malestar general, dolor de

cabeza, dolor muscular o malestar general, sin disnea. En la forma moderada existe
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dificultad para respirar sin signos de neumonia severa. Entre las manifestaciones
clinicas graves, hay neumonia severa, sindrome respiratorio agudo severo (SDRA),
choque séptico y/o disfuncidén organica multiple (MOD) o falla (MOF) (Cascella, et al.,
2020).

Durante la enfermedad COVID-19, la inflamacion es una parte esencial de una
respuesta inmune, las células inmunes trabajan para eliminar el virus, en parte,
sintetizando citocinas inflamatorias. Sin embargo, en algunos individuos el SARS-CoV-
2 induce una excesiva y prolongada respuestas de citocinas, conocida como la
tormenta de citocinas (Mehta, et al., 2020). Convirtiendose asi en una de las principales
causas de la complicacion de la enfermedad COVID-19.

Los hallazgos hematolégicos mas comunes son: linfopenia, neutrofilia, eosinofilia,
trombocitopenia leve, y se han descrito algunos casos de trombocitosis. Los recuentos
absolutos de neutréfilos aumentan en los primeros dias tras del ingreso (> 5 x10°/ L en
14/40 casos), y comienzan a disminuir una semana después. Se ha demostrado que
los linfocitos expresan el receptor ACE-2 en su superficie; por lo tanto, el virus puede

infectar directamente estas células y finalmente producir lisis (Espinoza, et al., 2020).

3.7. COVID-19 Leve-Moderado

Los casos leves son aquellos pacientes con sospecha o caso confirmado por COVID-
19, constituyen 40% de los casos, es decir, los pacientes que tienen muy pocos
sintomas o son asintomaticos y cumplen con la definicién de caso por COVID-19. Estos
pacientes no tienen evidencia de neumonia ni de hipoxemia (OMS, 2021), dicho
parametro es lo que hace la diferencia con los casos moderados y pueden no tener
ningun sintoma o solamente tener anosmia y disgeusia o algun sintoma general que

puede ser controlable con analgésicos o antipiréticos (Sosa, 2020).

Los casos moderados también afectan a 40% de los casos, esto quiere decir que 80%
de los casos con COVID-19 son de leves a moderados y se pueden atender desde el
domicilio o en lugares apropiados para que lleven a cabo la convalecencia. Existe

presencia de neumonia, y por lo tanto signos clinicos de neumonia como fiebre, tos,
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disnea, taquipnea, pero sin datos de neumonia grave, lo que incluye la presencia de
desaturacién; al momento de medir la saturacion en estos pacientes debera ser igual o
mayor de 90% al aire ambiente, es decir, sin oxigeno suplementario. El diagndéstico en
este caso puede ser clinico, radiografico, por medio de una tomografia de térax o a
través de otras herramientas como el ultrasonido, lo que puede ayudar en el
diagndstico para identificar o excluir alguna otra complicacion que se puede presentar

en estos pacientes (Sosa, 2020).

3.8. COVID-19 Grave

Los casos graves constituyen 15% del total de los casos y se asocian con la presencia
de una neumonia grave, es decir, los signos clinicos de neumonia fiebre, tos, disnea y
taquipnea, pero en este caso el paciente presenta desaturacién con hipoxemia menor
de 90% al aire ambiente, asi como insuficiencia respiratoria con hasta mas de 30
respiraciones por minuto. Esto es lo que diferencia un caso grave con neumonia de un
caso moderado, y se puede atender en diferentes instancias dependiendo de la

situacion clinica de cada paciente (Sosa, 2020).

3.9. COVID-19 critico

El 5% de los casos con COVID-19 son pacientes criticos, es decir, son aquellos
pacientes que evolucionan dentro de la primera semana de la afectacion y cursan con
neumonia o sintomas respiratorios que pueden ser nuevos 0 que se van deteriorando
progresivamente (Sosa, 2020). Estos pacientes tienen alto riesgo de complicacion
como falla respiratoria aguda y sindrome de insuficiencia respiratoria aguda y en caso
de que lleguen a presentar alguna coinfeccion, pueden cursar con sepsis grave,
choque séptico y también pueden iniciar con enfermedad tromboembdlica venosa, falla
multiorganica por la presencia de lesion renal aguda y falla cardiaca (Sosa, 2020). En la
mayoria de estos pacientes, el principal 6érgano afectado es a nivel respiratorio y
pueden llegar a presentar otras complicaciones menos frecuentes como a nivel renal, a
nivel cardiaco o la presencia de eventos tromboembolicos venosos. Requieren un
mayor nivel de atencion en areas especiales donde se les pueda dar el soporte y

manejo adecuado en cuanto al cuidado critico (Sosa, 2020).
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Intensivistas del Grupo de estudio COVID-19 de la Sociedad Espafiola de Medicina
Intensiva, Critica y Unidades Coronarias (SEMICYUC) han presentado un estudio que
analiza al mayor niumero de pacientes criticos hasta la fecha en Espafa. Un total de
2.022 casos han permitido trazar un perfil del ingresado en las UCI entre marzo y mayo
de 2020, es decir, durante la primera ola de la pandemia, e incluso definir tres

fenotipos. (Rodriguez, et al., 2021)
El perfil mas comun de paciente critico fue el siguiente:

e Edad: edad media joven, de 64 afos (55-71 afios).

e Sexo: principalmente varon (70%)

e Factores de riesgo: presentados por un 73% de los pacientes. Hipertension
arterial (46%), obesidad (35%) y diabetes mellitus (20%).

e Necesidad de ventilacion mecanica: 76%

e Estancia media en UCI: 14 dias (8-27 dias)

e Mortalidad global observada: 32% (sube al 37% en los pacientes que
necesitaron ventilacion mecéanica, por un 17% de los que no necesitaron esta

asistencia).

Se ha podido observar, gracias al estudio realizado por Rodriguez, et. al. (2021), que
los pacientes criticos pueden ser agrupados en tres fenotipos, los cuales se diferencian

no solo clinicamente, sino también por su estado de inflamacién y por la evolucion final:

v' El fenotipo A se corresponde con pacientes menores de 65 afos, con escasa
inflamacion y poco desarrollo de complicaciones con una mortalidad del 20%. El
cuadro mas leve aparecio en el 27% de los pacientes.

v' El fenotipo B representa a pacientes con un nivel medio de gravedad e incluye
a pacientes menores de 65 afios, pero con mayor estado de inflamacion y
desarrollo de shock, lo cual condiciona una mortalidad del 25%.

v' El fenotipo C, el mas frecuente, afect6é a mas del 40% de los pacientes.
Representa a los enfermos mas graves, con una mortalidad del 40%. Este grupo

lo conforman personas mayores a 65 afios, con antecedentes de enfermedad
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hematoldgica y con un mayor riesgo de desarrollar complicaciones graves como

el shock o la insuficiencia renal aguda por su mayor estado inflamatorio.

La importancia de evaluar las caracteristicas de un paciente de COVID-19 en estado
critico radica en que al diferenciar el tipo particular de paciente se puede permitir un

tratamiento mas personalizado y, posiblemente, una mejor evolucién y pronéstico.

3.10. Manifestaciones clinicas

Como ya se ha mencionado, COVID-19 tiene un gran espectro de signos y sintomas,
predominantemente se presenta con tos y fiebre, lo que resulta en una proporcion de
pacientes que desarrollan sindrome de dificultad respiratoria aguda (SDRA); también
puede causar sintomas gastrointestinales como diarrea, nauseas, vomitos y dolor
abdominal, los cuales se han reportado entre el 11,5 %-32 % de los pacientes (Parra,
et al., 2020). Cada manifestacion clinica varia dependiendo de la etapa en la que se
encuentre el paciente, asi como de su evolucion. De Francisco et al. (2020) describen
las 3 fases de la enfermedad COVID-19 (figura 4):

e Fase l: Infeccion temprana (dia 1 a dia 6-8). Gran carga viral en secreciones

rinofaringeas

La etapa inicial ocurre en el momento de la inoculacion y el establecimiento temprano
de la enfermedad. Para la mayoria de las personas, esto implica un periodo de
incubacion asociado con sintomas leves y a menudo no especificos, como malestar
general, fiebre y tos seca. Durante este periodo, el COVID-19 se multiplica y establece
la residencia en el huésped, centrandose principalmente en el sistema respiratorio,
uniéndose a las células utilizando el receptor ACE-2 (pulmén, intestino delgado, rifién y
endotelio vascular). Como resultado del método de transmision por aire, asi como la
afinidad por los receptores ACE-2 del pulmon, la infeccidbn generalmente se presenta
con sintomas respiratorios y sistémicos leves. En aquellos pacientes que pueden
mantener el virus limitado a esta etapa de COVID-19, el prondstico y la recuperaciéon

son excelentes.

32

——
| —



e Fase Il: Inflamatoria pulmonar: afectacion pulmonar sin hipoxia (lla) y con
hipoxia (IIb) (7-10 dia)

Es la etapa de afectacion inflamatoria pulmonar. Los pacientes desarrollan una
neumonia viral, con tos, fiebre y posiblemente hipoxia (definido como un PaO2 / FiO2

de < 300 mmHg). Se observan infiltrados bilaterales u opacidades en vidrio esmerilado.

Los hallazgos tomograficos en pacientes con COVID-19 se han clasificado en: tipicos,
es decir, que hay opacidades multiples en vidrio esmerilado de distribucion periférica y
basal, engrosamiento vascular, patron empedrado o adoquin desordenado (crazy
paving); hallazgos atipicos, es decir, opacidades en vidrio despulido parahiliares,
apicales y linfadenopatia y hallazgos muy atipicos, o en otras palabras, cavitaciones,
calcificaciones, patron nodular, arbol en gemacion, masas y engrosamiento pleural.
Con base en ello, surgié la clasificacibon CO-RADS, la cual es un sistema de notificacion
estandarizado para pacientes con sospecha de infeccién por COVID-19; ésta asigna un
nivel de sospecha para la enfermedad segun los hallazgos encontrados en la imagen
por TC (figura 3). Estos van desde muy bajo, CO-RADS 1, hasta muy alto, CO-RADS 5,
y CO-RADS 6 que corresponde a pacientes con hallazgos tipicos y PCR positivo.
(Elizalde, et al., 2020).

Escala CO-RADS

Clasificacion Sospecha Hallazgos tomograficos

CO-RADS 1 No Normal o sin anormalidades
infecciosas

CO-RADS 2 Baja Anormalidades consistentes
con infecciones que no son
COVID-19

CO-RADS 3 Indeterminada Indeterminado 0 no concluyente

CO-RADS 4 Alta Anormalidades sospechosas de
COVID-19

CO-RADS 5 Muy alta Hallazgos tipicos de COVID-19

CO-RADS 6 PCR positiva

Figura. 3 Nivel de sospecha por puntaje CO-RADS segun los hallazgos tomogréficos (Elizalde, et al., 2020. Guia
COVID-19 para la atencién del paciente critico con infeccion por SARS-CoV-2).
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Esta escala fue desarrollada para un entorno de prevalencia de moderada a alta y con
el fin de clasificar y reportar casos sospechosos; debe considerarse el tiempo de
evolucion de la enfermedad recordando que en etapas tempranas no hay cambios
imagenoldgicos en la mayoria de los casos. Estos han sido reportados con mayor

frecuencia entre 10 y 13 dias después del inicio de los sintomas. (Elizalde, et al., 2020)

Los analisis de sangre, en esta fase, revelan un aumento de la linfopenia, junto con
elevacion de transaminasas y a veces procalcitonina baja. Los marcadores de
inflamacion sistémica pueden estar elevados, pero no notablemente. En esta etapa es
cuando los pacientes necesitarian ser hospitalizados para una observacién y

tratamiento cercanos.
e Fase lll: Inflamacién sistémica extrapulmonar

Una minoria de pacientes con COVID-19 pasara a la tercera y mas grave etapa de la
enfermedad, que se manifiesta como un sindrome de hiperinflamacién sistémica
extrapulmonar. En esta etapa, se elevan los marcadores como la IL-1p, IL-2, IL-6, IL-7,
el factor estimulante de colonias de granulocitos, la proteina inflamatoria de macréfagos
1-alfa, el factor de necrosis tumoral-alfa (TNF-a), la PCR, la ferritina y el dimero-D.

Estan significativamente méas elevados en aquellos pacientes con enfermedad mas
grave. La troponina y el péptido natriurético de tipo B N-terminal pro (NT-proBNP)
también pueden estar elevados. Se puede presentar un sindrome hemofagocitico,
shock, vasoplejia, insuficiencia respiratoria e incluso, fracaso multiorganico con

afectacion sistémica, incluida miocarditis.

En general, el pronostico es grave y la recuperacidon de esta etapa critica de la

enfermedad es pobre.

34

——
| —



Etapai Etapa 2 Etapa 3

COVID-19 Asintomatico Sintomatico no severo Severo respiratorio-
inflamatorio
Respuesta inmune a lo Activacion inmune Activacion inmune Sindrome de liberacion de
largo del tiempo: innata adaptativa citocinas
2 i ,  Participacion viral de patrones IL-1, IL-6, TNF (factor de necrosis
Autolimitante en 80% ™ s asociados 8 Generacion de anticuerpos tumoral) GM-CSG (factor do
Grave en 15% -20% patégenos especificos y respuesta de células T estimulacién de colonlas de
F - IFN bajo de tipo 1 Liberacién de_palrones nfoleculares granulocitos y macrétagos) IFN-
atal en 1%-2% (interferén) asociados al dafio GAMMA, otros
Coagulopatia
‘ . Complemento
La carga viral ; : Respuesta de citocinas

Fase hiperinflamatoria
Tormenta de citocinas

Fase de respuesta viral

Respuesta de IgM comienza los dias

5-10 :
%ﬂe IgG comienza los dias 7‘-14&
L d H. Calabrese, and C dra Calabrese CCJM 2020. Curso del tiempo

Figura. 4 Etapas de la enfermedad COVID-19. (Leonard, 2020)

Los intentos de correlacionar las etapas de la enfermedad clinica descritas
anteriormente con las cargas virales del SARS-CoV-2 de las secreciones respiratorias,
la sangre y los tejidos han sido pocos y, en algunos casos, controversiales ya que
algunos pacientes con enfermedad avanzada tienen cargas virales elevadas mientras

gue otros no. (Leonard, 2020)

3.11. Factores de Riesgo

Dentro de los factores de riesgo para tener un peor pronostico en caso de infeccion por
el virus SARS-CoV-2 se encuentran los siguientes: tabaquismo, edad mayor a 60 afios
(debido al fenbmeno conocido como inmunosenescencia), ser de sexo masculino
(Silva, et al., 2021), padecer enfermedad cardiovascular, diabetes, hipertensién arterial,
enfermedades pulmonares, cancer y obesidad. Se conoce también que estas
enfermedades mencionadas se relacionan entre si porque comparten un origen comun
en desarreglos metabolicos a los que subyace la resistencia a la insulina (sindrome

metabdlico). Esta resistencia a la accion de la insulina ha sido identificada como un
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factor condicionante de la respuesta inmunolégica necesaria para combatir las

infecciones. (LOpez, et al., 2020)

Los factores de riesgo conocidos de deterioro rapido, enfermedad grave o aumento de
la mortalidad son la edad avanzada (> 60 afios) y las enfermedades no transmisibles
preexistentes como la diabetes, la hipertension, las cardiopatias, las neumopatias
cronicas, las enfermedades cerebrovasculares, la demencia, los trastornos
psiquiatricos, las nefropatias cronicas, la inmunodepresion, la obesidad o el cancer. Los
pacientes con uno o mas de estos factores de riesgo deben ser objeto de un estrecho
seguimiento, de preferencia en un establecimiento sanitario, con el fin de detectar el
deterioro de su estado (OMS, 2021).

3.12. Carga Viral

La cantidad de carga viral también podria ayudar a que los médicos predigan la
evolucién de un paciente. Un estudio elaborado por la Escuela Icahn de Medicina del
Hospital Monte Sinai en Nueva York (2020) concluy6 que las personas cuyos cuerpos
reportaban una gran cantidad de coronavirus a menudo se enfermaban de manera
grave y tenian mas probabilidades de morir, en comparacion con los que portaban

mucho menos virus y era mas probable que salieran relativamente ilesos.

En el tracto respiratorio, la carga maxima de SARS-CoV-2 se observa en el momento
de la aparicién de los sintomas o en la primera semana de la enfermedad con una
disminucién posterior a partir de entonces, lo que indica el mayor potencial de
infecciosidad justo antes o dentro de los primeros cinco dias de la aparicion de los
sintomas. (Cevik, et al., 2020). El estudio de la carga viral en COVID-19, obtenido a
partir de los sitios de recoleccién distintas incluyendo nasofaringe, esputo, saliva,
plasma, orina y heces, han demostrado que la informacién obtenida de cada uno de
estos sitios no siempre es sinénimo de gravedad, esto debido a la gran heterogeneidad

de los pacientes afectados por la COVID-19. (Rodriguez, et al., 2021).

Después de la exposicion inicial, los pacientes suelen desarrollar sintomas dentro de 5-

6 dias (periodo de incubacion). EI SARS-CoV-2 genera una amplia gama de
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manifestaciones clinicas, como ya se ha mencionado, que van desde una infeccion
leve hasta una enfermedad grave acompafiada de una alta mortalidad. En pacientes
con infeccidn leve, la respuesta inmune inicial del huésped es capaz de controlar la
infeccion. En la enfermedad grave, la respuesta inmune excesiva conduce a dafio
organico, ingreso en cuidados intensivos o muerte. En pacientes con la enfermedad
leve o0 moderada, la carga viral alcanza su punto maximo en la primera semana de
infeccion, luego disminuye gradualmente, mientras que la respuesta de anticuerpos
aumenta gradualmente y a menudo es detectable el dia 14. (Cevik, et al., 2020). La
asociacion de la carga viral nasofaringea con la gravedad de la enfermedad ha sido la
més estudiada. Si bien algunos estudios han demostrado que las cargas virales
nasofaringeas altas al ingreso se asocian significativamente con un mayor riesgo de
mortalidad, edad avanzada y algunos factores de riesgo para la salud de COVID-19, y
otros han mostrado una disminucion constante de la carga viral nasofaringea entre los
hospitalizados con enfermedad, otros estudios no han encontrado estas asociaciones y
aun se encuentra en controversia (Silva, et al., 2021). Sin embargo, en varios estudios
se ha demostrado que la carga viral nasofaringea se correlaciona positivamente con
importantes factores inflamatorios observados en el SARS-CoV-2, incluidos el TNF-a y
los interferones de tipo | y Il, y la viremia plasmatica, que también se ha asociado con la

gravedad de la enfermedad, con la linfopenia (Silva, et al., 2021).

Se ha observado que los infectados presentan en su mayoria una carga viral alta
(hasta 10* y 102 copias de genoma/ml por muestra nasofaringea o de saliva). En
pacientes que tienen un curso leve de infeccion, el pico de la carga viral en muestras
nasales y orofaringeas ocurre durante los primeros 5-6 dias tras el inicio de sintomas y
practicamente desaparece al dia 10. Si bien en algunos pacientes se detecta virus mas
alla del dia 10, la carga viral es del orden de 100-1.000 veces menor, lo cual sugeriria
una baja capacidad de transmision en estos dias (Wdlfel, 2020). En personas con un
curso clinico mas grave la carga viral es de hasta 60 veces mayor que las que tienen
un curso mas leve y, ademas, la excrecién viral puede ser mas duradera incluso hasta

gue fallecen como se observa en la figura 5. (Liu, 2020).
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Figura. 5 Dindmica de la reduccion de la carga viral en diferentes grados del desarrollo de la enfermedad (COVID-
19). Centro de Coordinacion de Alertas y Emergencias Sanitarias, 2020. Modificado octubre, 2020.

Silva, et al. (2020) sugieren gue la forma proinflamatoria observada en COVID-19 grave
puede estar impulsada por cargas virales mas altas. Ademas, revelan un modelo
inmunolégico asociado con cargas virales mas bajas, menor gravedad y mortalidad. En
su estudio los pacientes que sobrevivieron mostraron una disminucion constante y
significativa de la carga viral con el tiempo, mientras que aquellos con enfermedad fatal
no pudieron controlar la carga viral de saliva y/o exudado nasofaringeo. Ademas, la
carga viral (obtenida de cualquiera de los métodos de recoleccion) se correlacion6
positivamente con muchos marcadores importantes de inflamacion, incluidos IFN-a e
IFN-y, citocinas del inflamasoma (IL-18, IL-1ra), citocinas (TNF-a, IL-6, IL-10), asi como
con CXCL10 y muchas otras quimiocinas responsables del reclutamiento de monaocitos,
células T y otros leucocitos. Es importante estudiar las asociaciones de la carga viral en
muestras respiratorias con factores de riesgo conocidos y fenotipos caracteristicos de
la enfermedad como fuerte induccién de citocinas, linfopenia y su asociacién con

respuestas inmunes humorales inmaduras.
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3.13. Tormenta de citocinas

Se ha encontrado que diversos virus patdogenos (p. €j., influenza A y ahora el SARS-
COV-2) y bacterias (como Francisella tularensis) inducen la tormenta de citocinas o la
hipercitocinemia. Estos patégenos inducen el quiebre del delicado equilibrio de una
respuesta inflamatoria adecuada, y se inclinan a un desenlace destructivo dada la
induccion de la retroalimentacion positiva no controlada en las células inmunes y la
regulacion positiva de produccion de marcadores proinflamatorios, en particular las
citocinas TNF-a, IL-1, IL-8 e IL-6. Un perfil de citocinas asociado con el sindrome
respiratorio severo se ha relacionado con la gravedad de COVID-19 (Parra, et al.,
2020).

En algunos pacientes con la forma mas severa de COVID-19 se produce esta tormenta
de citocinas. Las citocinas son sustancias muy agresivas que el sistema inmune
excreta para atacar al virus. Pero cuando el sistema inmune se activa en exceso, esta
proliferacion de citocinas acaba atacando multiples érganos incluidos los pulmones y el

rifidn, y este dafio puede resultar en la muerte del paciente. (Plitt, 2020)

Las citocinas son pequefios péptidos que actian como mensajeros intercelulares.
Como el sistema inmunitario esta formado por una extensisima trama de tejidos y
células dispuesto por el organismo o en circulacién, la red de citocinas que actlan
sobre el mismo es muy extensa. Estas citocinas, que son liberadas por leucocitos u
otras células (principalmente epiteliales), van a mediar en el &mbito local y de forma
autocrina y paracrina cualquier tipo de cambio en la fisiologia de la célula, desde la
proliferacion hasta la apoptosis y la migracion celular. Pero hay un grupo de citocinas
gue se denominan pro-inflamatorias que actdan tanto de forma local con el fin de
activar y reclutar células al tejido infectado como de forma sistémica regulando el
centro termorregulador del hipotalamo posterior y la liberacion de mediadores
inmunoldgicos por el higado. Estas citocinas son la interleucina 1 (IL-1), la IL-6 y el
factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a). A la vez que se produce esta respuesta
inflamatoria, con el fin de contenerla y permitir la homeostasia inmunitaria, se liberan

citocinas inmunorreguladoras como la IL-10 y el factor de crecimiento transformante

39

——
| —



beta (TGF-beta). Para preservar la integridad tisular, o incluso la viabilidad del
individuo, es vital que esté bien equilibrado este binomio pro y anti-inflamatorio
(Sladkova, Kostolansky & Frantisek, 2006).

La tormenta de citocinas, manifiesta niveles séricos elevados de IL-183, IL-2, IL-7, IL-8,
IL-9, IL-10, IL-17, G-CSF, GM -CSF, IFNy, TNFa, IP10, MCP1, MIP1A y MIP1B. Los
pacientes con mayor gravedad tienen niveles aun mas altos de IL-2, IL-7, IL10, G-CSF,
IP10, MCP1, MIP1A y TNFa. (L6pez, et al., 2020). Cuando las citocinas que aumentan
la actividad inmune se vuelven demasiado abundantes, es posible que el sistema
inmunolégico no pueda detenerse. Las células inmunes se propagan mas alla de las
partes infectadas del cuerpo y comienzan a atacar tejidos sanos, devorando globulos
rojos y blancos y dafiando el higado. Las paredes de los vasos sanguineos se abren
para permitir que las células inmunes entren en los tejidos circundantes, pero los vasos
empiezan a tener tantas filtraciones que los pulmones pueden llenarse de liquido y la
presion sanguinea empieza a bajar. Comienzan a formarse coagulos de sangre en todo
el cuerpo, lo que ahoga aun mas el flujo sanguineo. Cuando los 6rganos no reciben

suficiente sangre, el cuerpo puede entrar. (Amber, 2020)

Los sintomas principales de una tormenta de citocinas son fiebre alta, inflamacién y
enrojecimiento, fatiga extrema y nauseas. Cerca de la mitad de los pacientes que
experimentan una tormenta tendra algunos sintomas del sistema nervioso, como
dolores de cabeza, convulsiones o incluso un coma. En algunos casos, la reaccion

inmune puede ser fatal, como en COVID-19. (Parra, et al., 2020)

La inflamacién asociada con una tormenta de citocinas comienza en el sitio local y se
extiende por todo el organismo a través de la circulacion sistémica. Estas respuestas a
menudo ocurren con el gasto de la funcién del érgano local, particularmente cuando el
edema tisular provoca un aumento en las presiones extravasculares y una reduccion en
la perfusion del tejido. Los procesos de reparacion compensatorios se inician poco
después de comenzar la inflamacién y, en muchos casos, el proceso de reparacion
restaura por completo la funcién de tejidos y 6rganos. Cuando la inflamacion grave o el

agente etiologico primario que desencadena la inflamacion (por ejemplo, SARS-CoV-2)

40

——
| —



dafa las estructuras locales del tejido, la reparacion ocurre con fibrosis, lo que puede
provocar disfuncibn orgénica persistente. La lesibn pulmonar aguda es una
consecuencia comun de una tormenta de citocinas, como la descrita en COVID-19 en
el ambiente alveolar y en la circulacion sistémica. Esta respuesta se caracteriza por un
infiltrado inflamatorio mononuclear y neutrofilico agudo, seguido de una fase
fibroproliferativa cronica marcada por el depdsito progresivo de coldgeno en el pulmon.
La lesion pulmonar inducida por patdgenos puede progresar hacia lesion pulmonar
aguda o, su forma mas grave, sindrome de dificultad respiratoria aguda (SDRA),
llevando en muchos casos a desenlaces fatales. Los macro6fagos activados por el
SARS-CoV-2 estan directamente relacionados con la fibrosis, dado que ellos son los
responsables de eliminar a través de su actividad fagocitica los detritus derivados de
las células y tejidos muertos (DAMP: patrones moleculares asociados al dafio),
evitando que estos se unan a PRR (receptores de patrones reconocimiento) e induzca
inflamacion (Parra, et al., 2020).

El SARS-CoV-2 ingresa a las células diana (células epiteliales alveolares) donde
interactia con el receptor de la enzima convertidora de angiotensina 2 (ACE-2),
produciendo una activacion de células como: Thl patégenas, monocitos CD14+
CD16+, macrofagos alveolares y linfocitos Th17. Posteriormente estas células seran las
encargadas de producir y liberar cantidades excesivas de citocinas, las cuales
mantendran el estado hiperinflamatorio pulmonar acompafiado de una infiltracion de

neutroéfilos y macréfagos hacia este tejido como se puede observar en la figura 6.

Cuando el virus entra, su antigeno es presentado por células presentadoras de
antigenos. Los péptidos antigénicos son presentados por el complejo mayor de
histocompatibilidad. La presentacién de antigenos luego estimula la inmunidad humoral
y celular del organismo, que estan mediadas por células B y T virus-especifico. La
infeccion celular y la replicacion viral causan la activacion del inflamasoma en la célula
huésped, lo que conduce a la liberacion de citocinas proinflamatorias y la muerte

celular por piroptosis. (Pelaia et al., 2020)
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Figura. 6 Mecanismos hipotéticos subyacentes a la tormenta de citocinas inducida por SARS-CoV-2 en pulmones
infectados. (Pelaia et al., 2020) Modificado Febrero, 2021.

El TNF-a y la IL-1 se producen en los pulmones de pacientes con COVID-19 y son
fuertes inductores de hialurano sintetasa en células epiteliales CD31*, células
epiteliales alveolares EpCAM®, y fibroblastos. La hialurano sintetasa puede reducir el
hialurano, lo que minimizara la absorcion de agua y la formacién de una gelatina que

invade el pulmoén y que contribuye al estrés respiratorio (Lozada, et al., 2020)

Aungue no hay una prueba de diagndstico infalible, hay signos de que puede haber una
tormenta (Amber, 2020). Clinicamente, en la tormenta de citocinas observada en
pacientes con COVID-19, se han destacado anomalias importantes en pruebas de
laboratorio como el aumento de los valores de proteina C reactiva (PCR), incremento
de Ferritina Sérica, Velocidad de sedimentacion globular (VSG), y Dimero D, junto con
la disminucién de la concentracién de albumina sérica. Se ha encontrado que varios

parametros hematolégicos predicen la progresion hacia formas graves o criticas de




COVID-19 (Espinoza, et al., 2020). Para fines de prondstico, también valores elevados
de LDH, aspartato aminotransferasa (AST), alanina aminotransferasa (ALT), bilirrubina
total, creatinina, troponinas cardiacas, dimero D, tiempo de protrombina (TP),
procalcitonina y PCR, junto con valores disminuidos de suero albumina, se han
encontrado de valor predictivo. Algunos de estos parametros (Biometria hemaética,
PCR, Ferritina, Dimero-D, LDH) han demostrado ser muy buenos predictores de
severidad de la enfermedad por SARS-CoV-2 (Espinoza, et al., 2020).

3.13.1. Ferritina

Las células reaccionan al estrés debido a la inflamacion, produciendo grandes
cantidades de ferritina sérica. De los parametros de laboratorio, se ha considerado a la
hiperferritinemia como el mejor indicador de la presencia de esta respuesta inmune
exagerada (tormenta de citocinas). (Espinoza, et al., 2020). Es importante en cuanto al
incremento en los valores de ferritina considerar valores de < 2000 ng/ml, entre 2000 y
6000 ng/ml y > 6000 ng/ml. La afectacion pulmonar, incluido el SDRA, ocurre
aproximadamente en el 50% de los casos. Segun estudios se hallaron valores de
ferritina con una media de 1.297,6 ng/ml en no sobrevivientes frente a 614,0 ng/ml en
sobrevivientes. Otros autores obtuvieron valores de 800,4 ng/ml en pacientes severos
versus 523,7 ng/ml en pacientes no severos; 1.435,3 ng/ml en no sobrevivientes versus
503,2 ng/ml en sobrevivientes (ambos con <0,001). (Guan, et al. 2020). Es importante
recordar que el incremento de ferritina es como se ha explicado, secundario al
sindrome de tormenta de citoquinas, por lo que no tiene ninguna relacién ni se ha
asociado a sobrecarga de hierro, esto se verifica solicitando valores de hierro sérico,
los cuales siempre son normales, por lo que es importante destacar que no es
necesario el tratamiento con quelantes de hierro bajo ninguna circunstancia. (Espinoza,
et al., 2020).

Con respecto a la ferritina, Wu et al. (2020) mostré que una ferritina sérica mas alta se
asoci6 con el desarrollo de SDRA. En su andlisis univariante, Zhou et al. (2020) apoy6

una asociacion entre los niveles de ferritina sérica mas altos y la muerte.
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3.13.2. Proteina C Reactiva (PCR)

La determinacion de marcadores de inflamacion séricos se emplea cada vez con mas
frecuencia para el diagnéstico y el prondstico de diversas enfermedades criticas. La
proteina C reactiva (PCR) es una proteina pentamérica sintetizada principalmente por
los hepatocitos en respuesta a procesos infecciosos, inflamatorios y de injuria tisular.
La interleucina (IL) 6, la IL-1 y el factor de necrosis tumoral alfa (TNFa) causan su

induccion. (Florencia, et al. 2008)

Ademas de ser un indicador de inflamacion, esta proteina se encuentra involucrada en
diversas funciones inmunomoduladoras como la amplificacién de la capacidad del
complemento, la opsonizacién de bacterias y la estimulacion de células fagociticas. A
diferencia de la velocidad de sedimentacion globular, la PCR se eleva mas rapidamente
en respuesta a los estimulos y sus concentraciones séricas disminuyen velozmente
cuando éstos cesan. No presenta diferencias por sexos ni sus valores se ven afectados
por otras condiciones como anemia, policitemia o morfologia eritrocitaria. (Florencia, et
al. 2008)

La PCR, como muchas proteinas de fase aguda, se encuentra normalmente en
concentraciones séricas < 0,1-0,2mg/dl. Sin embargo, puede elevarse a valores entre
0,2 y 1mg/dl debido a ciertas condiciones clinicas que cursan con un grado leve de
inflamacion, como osteoartritis, obesidad, tabaquismo, fallo renal, hipertension arterial,
enfermedad coronaria y/o enfermedad perioddntica. (Florencia, et al. 2008) Es un
marcador bioquimico de inflamacién. Se han hallado medias de 57,9 mg/L en pacientes
con COVID-19 severo versus 33,2 mg/L en no severos (p<0,001) (Shi, et al. 2020).

Frente al estimulo inflamatorio los valores de PCR aumentan en las primeras 6 a 8h 'y
alcanzan un pico maximo a las 48h para descender rapidamente, con una vida media
de eliminacién que oscila entre 4 y 9h. Esto hace que pueda ser util también como

marcador evolutivo en las enfermedades inflamatorias cronicas. (Florencia, et al. 2008)
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3.13.3. Interleucina 1 (IL-1)

Los niveles circulantes de IL-1 se elevan en una variedad de situaciones clinicas y junto
con los niveles elevados de TNF e IL-6 correlacionan con la severidad de algunas
patologias, debido a su gran actividad proinflamatoria, sugiriendo que estas citocinas
participan en la respuesta del huésped para el desarrollo de la enfermedad. La
produccion de IL-1 en los tejidos contribuye a efectos locales como la fibrosis,
rompimiento de tejidos de matriz o al influjo de células inflamatorias (Castrillon, et al.
2007). La IL-1 es el prototipo de citocina proinflamatoria que induce la expresion de una
variedad de genes y la sintesis de varias proteinas que inducen cambios en la
inflamacion aguda y cronica. Esta interleucina es el mediador de las respuestas de
defensa del organismo, sin embargo, cualquiera que sea la situacion, la
sobreproducciéon sostenida de esta molécula lleva a la debilidad de las funciones
normales del huésped y por lo tanto la reduccion en su sintesis o de sus funciones

efectoras es el blanco terapéutico de muchas enfermedades. (Castrillon, et al. 2007).

La produccion de IL-1 puede ser inducida por una variedad de agentes como son los
microorganismos, productos microbianos, agentes inflamatorios, lectinas de plantas y
antigenos. Tiene efectos locales y sistémicos sobre las células inmunocompetentes y
otras que participan en las reacciones inflamatorias. Algunos de estos efectos incluyen
la activacion de linfocitos T, proliferacién de linfocitos B y la estimulacién de éstos para
la sintesis de anticuerpos. También afecta la quimiotaxis de neutréfilos y células
mononucleares y participa en la modulacion de la funcion de las células endoteliales
como lo es en la liberacion de factor estimulante de colonias de granulocitos y
macrofagos (GM-CSF), prostaglandina 12 (PGI2), prostaglandina E2 (PGE2) y en la
sintesis de factor activador de plaquetas (PAF, por sus siglas en inglés). Por accién de
la IL-1 se aumenta la actividad del PAF y del factor tisular procoagulante (PCA),
también aumenta la adhesién de leucocitos polimorfonucleares (PMN), monocitos y
lineas celulares de leucocitos. (Castrillon, et al. 2007). La IL-1 comparte muchos
efectos biologicos con el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a), aunque son
estructuras diferentes y actian sobre receptores de membrana distintos. Las dos

citocinas activan la proliferacion de linfocitos T. Pueden promover la respuesta
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inmunitaria, tanto humoral como celular. La IL-1 puede ser producida por todos los tipos
de células nucleadas, principalmente por la linea de monocitos-macrofagos, linfocitos
B, asesinas naturales (NK), células dendriticas y endoteliales. Hay dos tipos de IL-1,
con moléculas distintas; el alfa y beta, semejantes solo en un 26%, pero que se fijan a
los mismos receptores. Varios estudios han reportado que la IL-1 B produce elevacion
de las concentraciones y del sistema de receptores de interleucina 6 (IL-6). Ademas, la
IL-1 B puede inducir la expresion de IL-6 a través del factor kB nuclear (Jiang, et al.,
2006).

Se ha visto que otro mecanismo que se activaria por la unién del ARN viral de SARS-
CoV-2 al receptor tipo Toll (TLR-9) es la produccion de IL-18 que se produce a través

de la activacion del inflamasoma. (Lozada, et al., 2020)
3.13.4. Interleucina 6 (IL-6)

La IL-6 es producida por diversos tipos celulares: monocitos, macréfagos, linfocitos T y
B, fibroblastos, células endoteliales, sinoviocitos, células de la glia, adipocitos y células
epiteliales intestinales, entre otras. Los principales estimulos para su sintesis y
liberacion son las infecciones por ciertos microorganismos, particularmente virus y
bacterias (lipopolisacarido bacteriano) y la accion de otras citocinas, como la IL-1, TNF-
a y el factor de crecimiento derivado de las plaquetas. Asimismo, sus principales
objetivos o dianas celulares son los linfocitos T y B, las células epiteliales, los
monocitos/macréfagos y los hepatocitos. Es una citocina pluripotencial ya que tiene
acciones tanto proinflamatorias como antinflamatorias. (Saavedra, et al. 2011). Es la
principal estimuladora de la produccion de la mayoria de las proteinas de fase aguda,
como, por ejemplo: proteina C-reactiva, amiloide sérico A, ceruloplasmina,
haptoglobina, hemopexina, ferritina, algunas proteinas del sistema del complemento,
diferentes proteinas de la cascada de la coagulacion y del sistema fibrinolitico, etc.

La IL-6 es, junto con IL-1, TNF-a e interferon gamma, un regulador importante de la
termogénesis corporal y su papel como pirdgeno enddégeno esta ampliamente

demostrado. De hecho, se sabe que la IL-6 secretada en el tallo cerebral es
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indispensable para la produccién de las etapas finales que conducen a la fiebre
(Saavedra, et al. 2011)

La IL-6 se encuentra también involucrada en la patogénesis de ciertos fenomenos
asociados con sepsis grave y otras enfermedades criticas, como, por ejemplo,
alteracion del estado mental y fatiga, hiperglucemia, resistencia a la insulina, disfuncién
miocardica, atrofia muscular esquelética, anorexia y caquexia del cancer. En pacientes
sépticos, la concentracion circulante elevada de IL-6 se correlaciona significativamente
con un incremento en el riesgo de muerte. (Saavedra, et al. 2011). La IL-6 que es
inducida por el estrés biolégico tiene mudltiples efectos en diversos tejidos, su
produccién y niveles circulantes correlacionan positivamente con el indice de masa
corporal (IMC) y se ha sefialado que una tercera parte de esta citocina se produce en
las células adiposas donde tiene efectos autocrinos y paracrinos. La IL-6 que se
produce y llega al higado promueve la secrecion hepética de triglicéridos,
contribuyendo a la hipertrigliceridemia, recordemos ademas que en higado estimula de

la sintesis de proteinas de fase aguda como la PCR (Gonzalez, et al. 2002).

La IL-6 es otro biomarcador emergente para el curso de la enfermedad COVID-19. En
el estudio de Chen et al. EI 52% (51/99) de los pacientes tenian niveles elevados de IL-
6 al ingreso. Los niveles elevados de IL-6 se han asociado con un mayor riesgo de
muerte, y se ha informado un aumento gradual durante la hospitalizacion en los no

sobrevivientes. (Espinoza, et al., 2020)
3.13.5. Factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a)

El factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a) es una citocina proinflamatoria fundamental
en la respuesta del sistema inmune contra las infecciones, ademas de participar en la
patogénesis inflamatoria de enfermedades cronicas de origen autoinmune (Nava, et al.,
2020). Es producido principalmente por macrofagos en respuesta a dafio tisular o
infeccion. El sefialamiento intracelular mediado por TNF-a se da a través de
interacciones con 2 de sus receptores ligados a células: el p55 y el p75. Una
sefalizacion exagerada mediada por estos receptores lleva a inflamacion severa, dafio

tisular y choque cardiovascular; pero una produccion de TNF-a lenta y continua lleva a
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inflamacion crénica. EI TNF-a actua a nivel celular y tisular. En el primero, contribuye
con la adhesién de linfocitos y neutrdfilos, la estimulacion de leucocitos, entre otros. A
nivel tisular, produce deterioro de proteoglicanos, dafio articular, etc. Clinicamente esto

se ve en la anorexia, pérdida de peso, fiebre, hemorragia e inflamacion. (Vargas, 2009)

La activacion de las células T o la lisis de células inmunes induce una liberacion de IFN
gamma o TNF-a. Esto conduce a la activacion de macrofagos, células dendriticas,
otras células inmunes y células endoteliales. Después de la activacion, estas células
liberan ademas citoquinas pro-inflamatorias (Labclinics, 2020). EI TNF-a incide en la
actividad de otras citocinas inflamatorias como las interleucinas y quimiocinas (IL-1, IL-
6 e IL-8), metaloproteinasas y 6xido nitrico, importantes en el proceso de inflamacién

tanto aguda como croénica. (Nava, et al., 2020)

El TNF-a, ademas de sintetizarse en los macréfagos, linfocitos T, células endoteliales,
se produce en los adipocitos maduros donde su expresion es inducida por los acidos
grasos libres y los triglicéridos, y es incrementada hasta 2.5 veces en los sujetos
obesos; los niveles de esta citocina también correlacionan positivamente con el grado
de obesidad y con la hiperinsulinemia, ademas en la obesidad el incremento de los

niveles del TNF-a induce la expresion de la IL-6. (Gonzalez, et al. 2002)

En los ultimos 10 afios se han evidenciado asociaciones entre el TNF y un sinnimero
de patologias de fondo infeccioso tales como la malaria cerebral, choque séptico,
leishmaniasis y lepra, por otro lado, también se ha asociado a patologias de origen
autoinmune como la artritis reumatoide, esclerosis mudltiple, lupus eritematoso. Asi
como en algunas enfermedades respiratorias como asma, neumonitis por
hipersensibilidad (NH), fibrosis pulmonar idiopatica (FPI) y enfermedad pulmonar

obstructiva cronica, entre otras. (Falfan, 2002)

Se ha demostrado que los niveles elevados de factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a)
se asocian con un aumento de la mortalidad por COVID-19. (Robinson, et al. 2020).
TNF-a es una citocina proinflamatoria que estd intimamente involucrada en el exceso
de inflamacion. TNF-a tiene un papel importante en el inicio de la cascada inflamatoria

y se eleva al principio del proceso de la enfermedad; sobre esta base, la intervencion

48

——
| —



temprana puede ser mas beneficiosa que la tardia. También coordina el reclutamiento
celular mediante la regulacién de quimiocinas y moléculas de adhesion. Se ha visto que
los niveles de TNF-a son altos en COVID-19 y los niveles tempranos predicen la
mortalidad. (Del Valle, et al. 2020)

3.14.  Diagnostico

El diagnostico de COVID-19 incluye PCR de muestra respiratoria, analisis de suero
para IgG e IgM de COVID-19, junto con imagenes de térax, hemograma completo (en
el que generalmente se encuentra linfopenia y neutrofilia) y pruebas de funcion
hepatica. Yang, et al. (2020) describen que los sintomas mas frecuentes en el
momento del ingreso en todas las series de pacientes que estudiaron fueron la fiebre,
la astenia y la tos. El patron radiolégico mas frecuente en todas las series fue el
infiltrado alveolar. Para el diagnéstico por imagen, el TAC fue mucho mas sensible
(86%) que la placa de torax (59%) para la deteccion de imagenes con patrén de vidrio
deslustrado, a veces en parches, siendo infrecuente el patrén intersticial. En los
hallazgos de laboratorio el marcador de inflamacion fue la proteina C reactiva. Las
alteraciones en la coagulacién, especialmente del dimero-D y del tiempo de
protrombina fueron mas frecuentes en pacientes con mayor gravedad. Alrededor de un
tercio de los casos también tuvieron marcadores positivos de citolisis hepatica. La
linfopenia grave fue el hallazgo hematol6gico méas frecuente en los pacientes criticos
(mediana 630/mm3). La deteccion es compleja. El coronavirus vivo se desprende
claramente a altas concentraciones de la cavidad nasal, incluso antes del desarrollo de

los sintomas (De Francisco, et al., 2020)

Elizalde et al., (2020) describen el diagndstico de la infeccion por SARS-CoV-2 en tres

pilares:

1. El estudio epidemioldgico.
Las manifestaciones clinicas.
3. El complemento diagnéstico. Reaccion en cadena de la polimerasa con

transcriptasa reversa (PCR-RT).
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La PCR en tiempo real es el estandar de oro para las infecciones virales similares. El
SARS-CoV-2 presenta retos en el diagnostico debido a su prolongado periodo de
incubacion (dos semanas), seguido de cinco dias de eliminacién viral antes de
presentar sintomas, tiempo en el que el enfermo asintomatico es una fuente de
contagio. Por ello, la importancia del diagnéstico temprano y las medidas de contencién
oportunas. Es muy importante conocer el dia de inicio de los sintomas, ya que la PCR
se negativiza en muestras nasofaringeas a partir del dia ocho desde el inicio de los
sintomas, en el caso de los pacientes con la enfermedad leve (Centro de Coordinacion
de Alertas y Emergencias Sanitarias, 2020.) A partir de ello y hasta aproximadamente
el dia 22 s6lo seria positiva en muestras de esputo (vias aéreas inferiores) o heces.
Esto significa que a partir del dia siete después del inicio de los sintomas, idealmente,
la muestra para PCR deberia tomarse de esputo o de heces, y habria que utilizar como

complemento un test de deteccion de anticuerpos IgM/IgG (Elizalde, et al., 2020)

3.15. Tratamiento

Diferentes enfoques terapéuticos estan bajo evaluacién: compuestos antivirales que
inhiben los sistemas enzimaticos, aquellos que inhiben la entrada de SARS-CoV-2 en
la célula vy, finalmente, terapias inmunolégicas, incluyendo plasma convaleciente y
anticuerpos monoclonales. Algunos moduladores inmunolégicos pueden mejorar el
sistema inmunitario, otros se supone que reducen la tormenta de citoquinas y el dafio

pulmonar asociados que se ven en caso severo. (Hoffmann, et al., 2021).
1. Inhibidores de la sintesis de ARN

v Inhibidores de RdRp (ARN polimerasa dependiente de ARN, ARN-dependent
ARN polymerase): Remdesivir, favipiravir, sofosbuvir

v Inhibidores de Proteasa Lopinavir/r
2. Otros agentes antivirales
v' APN1, Camostat, Umifenovir Hydroxi/cloroquina

3. Anticuerpos
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v Anticuerpos monoclonales: REGN-CoV-2, otros anticuerpos monoclonales

v" Plasma convaleciente
4. Inmunomoduladores

Corticosteroides: Dexametasona, hidrocortisona
Interferones IFN-a2b, IFN-
Inhibidores de JAK Baricitinib, ruxolitinib

N N NN

Bloqueadores de citoquinas y terapias anticomplemento: Anakinra,

canakinumab, infliximab, mavrilimumab, tocilizumab.

3.16. Epidemiologia

A la fecha del 9 de marzo del 2021, fueron notificados 116.736.437 casos acumulados
confirmados de COVID-19 a nivel global, incluyendo 2.593.285 defunciones, de los
cuales 45% de los casos y 48% de las defunciones fueron aportadas por la region de
las Américas. En las Américas, entre diciembre del 2020 y febrero del 2021 las
subregiones de América del Norte (68.9%) y América del Sur (28.5%) contribuyeron

con la mayor proporcion de casos (PAHO, 2021).

Hasta el dia 27 de marzo de 2021, a un afio de iniciada la epidemia en México, se han
acumulado 2,224,767 casos de COVID-19 notificados al Sistema de Vigilancia
Epidemioldgica de Enfermedad Respiratoria Viral (SISVER) de la Direccion General de
Epidemiologia (DGE). Su distribucion por sexo son 1,110,545 (49.9%) en mujeres y
1,114,222 (50.1%) en hombres. Se han notificado 201,429 defunciones: las mujeres
representan el 37.4% (75,269) y los hombres 62.6% (126,160). La letalidad de nacional
es de 9.1% para ambos sexos: 6.8% en mujeres y 11.3% en hombres. El mayor
numero de casos se presenta entre los 20 y 49 afos, 17.4 % de los 20 a los 29 afios,
21.4% y 20.4% de los de 30 a 39 afios y 40 a 49 afios respectivamente. El porcentaje
de defunciones aumenta con la edad, la letalidad a partir de los 50 afios supera a la
reportada a nivel nacional, desde 11% en el grupo de 50 a 59 afos hasta 45.3% y
43.4% en los grupos de 80 a 89 afos, y 90 y mas afos (Mufioz, et al., 2021).
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Los reportes recientes han demostrado que COVID-19 es una enfermedad poco comudn
en nifios, segun los datos ce casos confirmados del CDC de China el 0.9% son
pacientes de entre 0 y 10 afios y el 1.2% entre 10 y 19 afios, sin mortalidad en nifios o

en adultos menores de 24 afios (Lee, et al. 2020)

Existe un alto porcentaje de personas que padecen la forma asintomatica de la
enfermedad, esto puede estar relacionado a varios factores entre ellos a una respuesta
inmune menos robusta, vias respiratorias mas saludables debido a poca exposicion a
contaminantes atmosféricos como humo de cigarrillo y por lo tanto menos trastornos
subyacentes. Actualmente hay pocos estudios que relacionen a la forma grave y critica
de la enfermedad COVID-19 con las caracteristicas clinicas de los pacientes, por lo
tanto, evaluar factores de riesgo como la expresion de citocinas inflamatorias y carga
viral permitir4 disefiar estrategias para evitar complicaciones a lo largo del periodo de

tratamiento de la enfermedad COVID-19.
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IV. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

COVID-19 es enfermedad respiratoria a nivel mundial responsable del 1% de muertes
observadas por eventos de neumonias criticas. Se ha reportado que la presentacion
grave de la enfermedad est4 asociada en algunos casos por el desarrollo de una
respuesta inflamatoria sistémica caracterizada por la liberacion incontrolada de
citocinas proinflamatorias originando una tormenta de citocinas relacionada a un mayor
deterioro de paciente y mortalidad. En personas con un curso clinico grave de la
enfermedad la carga viral es de hasta 60 veces mayor que las que tienen un curso mas
leve y, ademas, la excrecion viral y por lo tanto la transmision puede ser mas intensa y
duradera. Sin embargo, ambos procesos no se han relacionado con la parte clinica de
la enfermedad ni se han reportado la correlacion existente entre ambos procesos con la

gravedad de la enfermedad.

V. JUSTIFICACION

La comprensiéon de los cambios en la respuesta inmune de los pacientes con SARS-
CoV-2 (debido a la alta variabilidad de cada individuo al progreso de la enfermedad
COVID-19) mediante la caracterizaciéon de la expresion anormal de citocinas y la carga
viral en las diferentes fases de la enfermedad, permitirAd tener una prediccion mas
precisa de la misma. Adicionalmente, los resultados que deriven de este estudio
podrian servir para futuras investigaciones que tengan por objetivo comprender la

fisiopatologia molecular del COVID-19.
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VI. HIPOTESIS

El incremento en la expresion de citocinas proinflamatorias y la carga viral durante la
infeccion por SARS-CoV-2 esta relacionado con la severidad de la enfermedad, asi

como con la evolucién clinica de los pacientes.

VII. OBJETIVOS

Evaluar la asociacion del perfil de expresion de citocinas proinflamatorias en leucocitos
de sangre periférica y la carga viral de SARS-CoV-2 en exudado nasofaringeo con
cuantificacion relativa y cuantificacion absoluta respectivamente por PCR en tiempo
real para establecer una correlacion con la severidad y la evolucion clinica de los

pacientes con la presentacion de la enfermedad.

Objetivos particulares

» Determinar la carga viral en muestras de exudado nasofaringeo o expectoracion
en pacientes positivos a SARS-CoV-2 con diferentes grados de desarrollo de la
enfermedad por qPCR.

> Evaluar los niveles de expresion de citocinas proinflamatorias (IL-1, IL-6 Yy
TNF-a) en la capa leucocitaria en sangre de pacientes positivos a SARS-CoV-2
con diferentes grados de desarrollo de la enfermedad con cuantificacion relativa
PCR en tiempo real.

» Correlacionar la expresion de citocinas proinflamatorias y carga viral de SARS-
CoV-2 con la gravedad de la enfermedad y la evolucién clinica de los pacientes.

VIll. MATERIAL Y METODOS

8.1. Tipo de estudio
Estudio observacional, prospectivo y longitudinal.
8.2. Poblacion de estudio

Se incluyeron pacientes ingresados a los servicios COVID-19 del Hospital Juarez de
México mayores de 18 afios y de sexo indistinto, cuya muestra de exudado

nasofaringeo obtuvo un resultado positivo a SARS-CoV-2. Se trabajo con un universo
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de datos de aquellos pacientes que ingresaron en el periodo comprendido del 01 de

enero al 30 de mayo del 2021 y que aceptaron participar en el protocolo por medio de

su firma en la carta de consentimiento informado con namero de registro No. HIM

001/20-1, la cual se les explico detalladamente.

8.3.

>

8.4.

A\

8.5.

>
>

8.6.

Criterios de inclusiéon

Pacientes con rango de edad mayor a 18 afos ingresados en los servicios
COVID-19 del HIM con una prueba positiva para SARS-CoV-2 en exudado
nasofaringeo con Ct menor a 23.

Sexo indistinto.

Pacientes con CO-RAD mayor a 3.

Pacientes con/sin comorbilidades preexistentes como diabetes, hipertension,
obesidad, etc.

Clinica (sintomas y pruebas de laboratorio que correspondan a la
enfermedad): fiebre, linfopenia, trombocitopenia, neutrofilia etc.

Pacientes con la presentacion de la enfermedad leve, grave y critica.
Pacientes con el desarrollo de la enfermedad en un periodo de 1-10 dias

después del inicio de los sintomas.

Criterios de exclusion

Defuncion del paciente antes de la segunda toma.
Pacientes con mas de 25 dias de desarrollo de la enfermedad.

Pacientes con prueba positiva con Ct mayor a 25.

Criterios de eliminacion

Muestras de sangre sin anticoagulante.

Muestras respiratorias con toma inadecuada (con poca cantidad de células).

Criterios de Seleccion del Grupo Control

Se incluyeron pacientes sanos donadores de sangre del Hospital Juarez de México

mayores de 18 afios y de sexo indistinto, cuya muestra de sangre periférica fue
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proporcionada al laboratorio y que aceptaron participar en el protocolo por medio de su
firma en la carta de consentimiento informado con niumero de registro No. HIM 001/20-
1, la cual se les explico detalladamente.
Tabla 1. Caracteristicas fisicas y clinicas de los pacientes sanos (Donadores de sangre, de acuerdo al Instituto
Mexicano del Seguro Social, 2019 y al Banco de Sangre del Instituto Nacional de Cardiologia, 2021)

GRUPO CONTROL: PACIENTES SANOS
-Edad de 18 a 65 afios.
-Peso mayor de 50 kilogramos.
-Ayuno minimo de cuatro horas (evita consumir alimentos con grasa 24 horas antes de la donacion de sangre)
-No haber estado enfermo de gripe, tos, diarrea o infeccién dental en los Ultimos 14 dias.
-No haber tomado medicamentos en los Gltimos cinco dias.
- No estar embarazada o lactando.
-No haber estado en tratamiento de endodoncia, acupuntura o haberse practicado tatuajes o perforaciones en los
ultimos 12 meses.
-No haber sido operado en los ultimos seis meses.
-No haberse vacunado en los dltimos 30 dias.
-No haber ingerido bebidas alcohdlicas en 72 horas previas a la donacion.

8.7. Material biolégico
Tipos de muestras

» Sangre periférica con anticoagulante EDTA
» Exudado nasofaringeo, saliva o expectoracion.

La toma 1 se consider6 a las muestras obtenidas para el diagnéstico inicial de COVID-
19 (exudado nasofaringeo) y para los estudios hematolégicos de rutina: Biometria
hematica y Quimica sanguinea (sangre periférica) que se les realiza a todos los
pacientes de nuevo ingreso, y la toma 2 (exudado nasofaringeo y sangre periférica) se
solicité 5-6 dias después de la primera toma para evaluar la evolucion de la carga viral

y de la expresién de las citocinas pro inflamatorias.

En el caso del Grupo Control de pacientes sanos, se obtuvo una Unica muestra de

sangre periférica al momento en que el Banco de Sangre confirmo que eran candidatos
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para donar sangre y cumplian las caracteristicas antes mencionadas, esto para

conocer los valores basales de la expresion de las citocinas estudiadas.

8.8.

8.9.

Reactivos

Luna® Universal One-Step RT-qPCR Kit de New England BioLabs® Inc.
LunaScript® RT SuperMix Kit de New England BioLabs® Inc.

Luna® Universal Probe gPCR Master Mix de New England BioLabs® Inc.
Oligonucledtidos sintetizados por T4AOLIGO®

H20 grado biologia molecular marca Lonza

Kit de Extraccion de ARN de QUIAGEN®

Direct-zol™ RNA Miniprep, TRIzol® In. RNA Out, ZYMO Research
Buffer de lisis de eritrocitos

Isopropanol grado biologia molecular marca Thermo Scientific™ de Fisher
Scientific

Etanol grado biologia molecular marca Thermo Scientific™ de Fisher
Scientific

TRIzol™ Invitrogen™ de Fisher Scientific

Cloroformo grado biologia molecular Invitrogen™ de Fisher Scientific

Equipos

Cabina de flujo laminar Nivel Il A/B3

Campana PCR con irradiacién UV marca BioSan

Mini dry bath para tubos de 1.5 mL marca Genetics
Microcentrifuga con refrigeracion mod. 1730R marca GYROZEN
Espectrofotometro EPOCH serie 130125D marca BioTekIntrument Inc.
Mini Vortex V-1 plus marca BioSan

MS 3 Vortexer marca IKA®

Mini centrifuga modelo NG002G marca Nippon Genetics Europe
Mini centrifuga para tira de tubos de g°PCR marca DRAGONLAB
Termociclador para PCR de punto final SEE AMPTM
Termociclador CFX96TM Real-Time System marca BIO-RAD®
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8.10. Métodos

8.10.1. Diagrama de flujo

[ DETECCION DE SARS-CoV-2 |

l

[ Procesamiento de muestras de exudado nasofaringeo para diagnostico ]

l

[ Extraccion de RNA de muestras a partir de un klt

comercial
1 Resultado positivo a SARS-
CoV-2 con Ct mayor a 23

)

Resultado positivoa Deteccion de SARS- Se descarta y no formara
SARS-CoV-2 con Ct CoV-2 porPCR a | parte del estudio

menor a 23 partir de kit comercial Resultado negativo a
SARS-CoV-2
( Evaluacion de los datos ‘

clinicos del paciente n 1
Inclusion de Construccion de Plasmido del
pacientes al estudio Gen E de SARS-CoV-2 a partir [ Disefio de oligonuclettidos

de una muestra positiva. 1

consentimiento informado

( Solicitud de firma de

los 5 dias posteriores a la

Tl

[ Solicitud de muestras a

- — Validacion de oligonucledtidos
Confirmacion por por medio de herramientas [ = - ————— ——
secuenciacion bioinformaticas

primer toma !
1
i
Obtencién de muestras 1 Obtencién de muestras Obtencién de la capa de
iratorias : de sangre periférica leucocitos de la muestra de
respird 1 sangre perlferlca
1
1
i
Extraccion de RNA de muestras : { Extraccion de RNA_E partir de kit ]
a partir de un kit comercial 1 comercial
1 Almacenar a
H -70°C hasta
Almacenar a H SU USO I
-70°C hasta 1
Su uso 1 Normalizacién por PCR
: en tiempo real con el -
Estandarizacion | _ __ _____________ } gen GAPDH

por g°PCR

Deteccion de los genes:

IL-1
Deteccion de Gen IL-6
E de SARS-CoV-2 TNF-a

Cuantificacién relativa
(Método de 27-AACt)

Cuantificacion absoluta

(Curva estandar)

( Correlacion de datos W

obtenidos con la clinica y

la evolucion de los
pacientes

8.10.2. Disefio y validacion de cebadores.

Para el disefio de cada cebador se realizé una busqueda en bases bioinformaticas
como GenBank de NCBI, obteniendo la secuencia FASTA de cada gen para
posteriormente disefiar los cebadores en Primer3Plus, de acuerdo a las condiciones

requeridas para su validacion (Tm, %GC, namero de nucleétidos, etc.). Para verificar
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dichas condiciones, cada cebador se analiz6 en la plataforma OligoAnalizer de IDT.

Todos los cebadores cumplieron con las caracteristicas requeridas.

Tabla 2. Cebadores disefiados en direccién 5-3°

Gen Cebador 5> 3’
IL-1 B_F GGACAAGCTGAGGAAGATGC
IL-1 B_S FAM- TCCCTGCCCACAGACCTTCCA -BHQ1
IL-1 B_R TCGTTATCCCATGTGTCGAA
IL-6_F GAAAGCAGCAAAGAGGCACT
IL-6_S FAM- TGGCTGAAAAAGATGGATGCTTCCA -BHQ1
IL-6_R TTTCACCAGGCAAGTCTCCT
TNF_F CTCTCTCCCCTGGAAAGGAC
TNF_S FAM- GATCCGGGACGTGGAGCTGG -BHQ1
TNF_R AAGAGGCTGAGGAACAAGCA
GAPDH_F CAGCCTCAAGATCATCAGCA
GAPDH_S FAM- CCCCTGGCCAAGGTCATCCA -BHQ1
GAPDH_R TGTGGTCATGAGTCCTTCCA
8.10.3. Extraccion de ARN en muestras respiratorias

Una vez que se obtuvieron las muestras respiratorias (exudado nasofaringeo, saliva o

expectoracion) se sigui6 el protocolo de extraccion propuesto por el fabricante:
QUIAGEN Protocolo de Extraccion de ARN

Se realizo siguiendo las recomendaciones del fabricante con algunas modificaciones.
En primer lugar, se adiciono 560 pl de Buffer AVL y 5 ul de Acarreador de RNA en un
tubo de 1.5 mL y se agregé 140 pL de muestra de exudado nasofaringeo, saliva o
expectoracion. Se mezclo y dio vértex y se dejo incubar a 70°C/10min. Posteriormente
se agregdé 560 pl de Etanol absoluto frio. Se dio vortex y Spin y se transvaso a la
columna 650 pl de la mezcla (x2) y se centrifugo a 11,000rpm/2min, se cambio de tubo
colector en cada pase. Se agregaron 500 ul de AW1 y se centrifug6 a 11,000rpm/2min.
Se agregaron 500 pl de AW2 y se centrifugd a 14,000rpm/3min. Se eluyd en 35 ul de
Buffer AVE y se centrifugd a 11,000rpm/2min. Se etiqueto el tubo y se almaceno la

muestra a -20°C hasta su uso.
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8.10.4. Obtencion de ARN de leucocitos en sangre periférica

Protocolo de Extraccién de ARN por Trizol-Cloroformo y Tratamiento con DNAsa

Se coloco en un tubo Eppendorf de 1.5 ml, aproximadamente 1 mL de sangre periférica
y se centrifugé a 4,000 rpm/5 min para separar la sangre en plasma, capa blanca
(leucocitos) y capa roja (eritrocitos). Se desechd todo el plasma y se tomé solo la capa
leucocitaria (blanca), se colocé en un tubo Eppendorf nuevo y se etiquetd. Se adiciono
1 mL de Buffer de Lisis de Eritrocitos. Se dejo incubar 30 min. Se centrifugd a 14,000
rpm/10 min. Posteriormente se elimind todo el sobrenadante y se dio vortex a la pastilla
hasta disolver. Se adicion6 1 mL de Buffer de Lisis de Eritrocitos, se dio vortex y se
centrifugé a 14,000 rpm/5 min. Se elimind todo el sobrenadante y se dio vortex a la
pastilla hasta disolver. Se adicion6 (dependiendo del tamafio de la pastilla) 800 o 1000
puL de Trizol y se resuspendié varias veces, se adicion6 200 pL de Cloroformo y se
resuspendi6 varias veces y se almacené a -70°C por 15-30min. Posteriormente se di6
vortex hasta que se tornara lechoso y se centrifugd a 14,000 rpm/10 min. Se obtuvo
todo el sobrenadante y se colocé en un tubo Eppendorf de 1.5 ml con un volumen igual
de etanol (95-100%). Se transfirié la mezcla a una Columna IICR Zymo-Spin™ en un
tubo colector y se centrifugo a 11,000rpm /2min. Se coloco la columna a un nuevo tubo
colector y se deseché el sobrenadante. Se afiadié 400 ul de Wash Buffer de ARN a la
columna y se centrifugo 11,000rpm /1min. Para el tratamiento con DNAsa, en un tubo
Eppendorf de 1.5 mL estéril se adicionaron 5 pl de DNasa | y 75 ul de Digestion Buffer
de ADN y se mezclé mediante inversién suave. Posteriormente la mezcla se agrego
directamente a la matriz de la columna. Se dejo incubar a temperatura ambiente (20-
30°C) durante 15 minutos. Una vez pasado el tiempo de incubacion se afadié 400 pl
de Direct-zol ™ RNA PreWash a la columna y se centrifugd 11,000rpm /2min. Se
desecho el sobrenadante y se repitié este paso una vez mas, posteriormente se afiadid
700 ul de Wash Buffer de ARN a la columna y se centrifug6 14,000rpm /2 minutos para
asegurar la eliminacion completa del Wash Buffer. Finalmente se transfirio la columna
con cuidado a un tubo Eppendorf de 1.5 mL estéril. Para eluir el ARN se agregaron 50
Ml de agua libore de ADNasa/ARNasa directamente a la matriz de la columna y se

centrifugo 11,000rpm/2min. Se almaceno la muestra a -20°C hasta su uso.
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8.10.5. Deteccion de SARS-COV-2

Una vez extraidas las muestras de exudado nasofaringeo de los pacientes, se realiz6
la deteccion del virus SARS-CoV-2 por medio del kit comercial GeneFinder™ COVID-
19 Plus RealAmp mediante PCR en tiempo real por amplificacion del gen RdRp, gen E
y gen N del virus. Dicho kit cuenta con una sensibilidad confirmada de 10 copias por
reaccion para los genes objetivo. Tomando como base la amplificacion del Gen E, se
seleccionaron los pacientes con un Ct (valor umbral del ciclo: numero de ciclos
necesarios para que cada curva alcance un umbral en la sefial de fluorescencia) menor
a 23 para ser incluidos en el estudio. Se sabe que el valor de Ct puede indicar el nivel
relativo de ARN viral en una muestra (cuanto mas bajos sean los valores del Ct
reflejarian niveles virales méas altos) (Fundacion iO, 2020), por lo que, mientras mas
bajo era el Ct se podia inferir que la carga viral era alta, y esto se confirmaria por medio

de la cuantificacién absoluta.

La PCR en tiempo real comunica una estimacion semicuantitiva de la carga viral. El
ciclo umbral de positividad (Ct) se relaciona inversamente con la carga viral. Existe el
acuerdo de que un valor Ct >30 corresponde a un proceso infeccioso no contagioso, si
bien este valor de Ct se debe valorar de forma conjunta con otras variables, como el

tiempo de evolucidn, el curso clinico y la gravedad del cuadro (Alcantara, et al., 2021)

8.10.6. Cuantificacién absoluta: Carga Viral

La cuantificaciébn absoluta se utiliza para determinar cargas virales, la presencia de
agentes patdégenos y transgénicos. Permite determinar el nUmero exacto de moléculas
del ADN o ARN en una muestra. Para llevarla a cabo, se requiere una muestra con una
cantidad exacta en ng/pL, umol/ uL, nimero de copias o equivalentes genémicos, como
estandar absoluto externo (Aguilera et al., s/f). Este estandar puede ser un fragmento
del ADN de doble cadena o de cadena sencilla, un ADNc, un producto amplificado por
la PCR de la secuencia del ADN de interés clonado en un plasmido, un producto de la
PCR convencional o la sintesis directa de la secuencia del ADN blanco (Aguilera et al.,
s/f). Este estandar externo se usa para hacer diluciones seriadas y generar una curva,

a partir de los valores de Ct obtenidos para cada concentracion y el logaritmo de la
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concentracion correspondiente. Esta curva de calibracion permite interpolar
directamente los valores de Ct de las muestras problema y obtener su concentracion
(Aguilera et al., sf/f). En este caso el estandar externo fue un producto amplificado por
PCR del Gen E de SARS-CoV-2 clonado en un plasmido.

8.10.7. Construccion del Plasmido del Gen E

En colaboracion con la Unidad Médica de Alta Especialidad (UMAE) del Hospital de
Pediatria del Centro Médico Nacional Siglo XXI se generé el plasmido que contenia el
Gen E de SARS-CoV-2, esto por medio de la clonacion del producto de PCR en tiempo
real amplificado, a partir del ARN extraido de un paciente positivo a SARS-CoV-2, en el
vector pJET1.2 usando CloneJET™ Kit de clonacién por PCR (Thermo Scientific™). El
plasmido se transform6 y propago en la cepa E.coli JM109 y se extrajo usando
GeneJET Plasmid Miniprep Kit (Thermo Scientific™) y se confirm6é por Sanger
(secuenciacion) usando un analizador genético ABI3500xL (Applied Biosystems,
Waltham, MA, USA).

La concentraciéon de ADN plasmidico se obtuvo por medio de Qubit dsSDNA BR assay
(Life Technologies Co., Carlsbad, CA, USA) para mejorar la precision de la
cuantificacion. Se convirtid el tamafo del plasmido de ADN en numeros de copias
multiplicando el tamafio del plasmido por la masa promedio de pares de nucle6tidos
(Mw) (~660 g/mol) y se dividi6 por la constante de Avogadro: NA= 6.022 X
1023 moléculas. Los plasmidos se diluyeron en serie a las siguientes concentraciones:
1.0 x 102, 1.0 x 108, 1.0 x 104, 1.0 x 10°, and 1.0 x 10° copias/reaccién. El nimero de
copias de cada control se obtuvo usando diluciones seriadas (de 10 a 108 copias/uL) de
plasmido con cada dilucion por triplicado. Se realizé una regresién lineal entre el valor

umbral del ciclo (valor Ct) y el Log10 del nimero de copias.

La eficiencia de amplificacion para cada reaccion de fusion se calculé mediante la
ecuacion: E=10(-1/pendiente) y convertido a E% con (E — 1) x 100. Se obtuvo una E%
de 97.93% como se pude ver en el grafico 1.
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Plamido del Gen E de SARS-CoV-2
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Gréfico 1. Regresion lineal entre el valor umbral del ciclo (valor Ct) promedio de las repeticiones realizadas con el
plasmido disefiado y el Log10 del nimero de copias obtenidas.

8.10.8. Condiciones de PCR en tiempo real para la
Cuantificacion de la Carga Viral

Para la realizacion de la cuantificacion de la carga viral en las muestras de Toma 1y
Toma 2 se realizaron modificaciones al Protocolo de Berlin para la deteccion del Gen
E. Por cada corrida de muestras que se incluian se realizaba una curva estandar para
interpolar los valores. En la master mix de las muestras se ocup6 5 pL de la mismay en
la master mix de la curva se ocupd 1 uL de cada punto, ya que se consideré que por
cada pL de la dilucién habia cierto nimero de copias, por ejemplo, en el punto 1, que
es el stock habia 1,000,000 de copias/uL por lo que, al aumentar la cantidad, se estaria
perdiendo el valor real y no se podria distinguir el comportamiento real de la curva

estandar.

Tabla 3. Cantidades de reactivos utilizados para PCR de tiempo real de las muestras de ARN de exudado
nasofaringeo.

Reactivo Cantidad
Enzima One Step Luna® 1pL
Buffer Luna® 10 pL
Primer Forward Gen E 1pL
Primer Reverse Gen E 1pL
Sonda Gen E 0.5 uL
Agua libre de RNAsas 1.5puL
RNA muestra 5uL
Total 15 pL
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Tabla 4. Cantidades de reactivos utilizados para PCR de tiempo real de la curva estandar.

Reactivo Cantidad
Enzima One Step Luna® 1pL
Buffer Luna® 10 pL
Primer Forward Gen E 1pL
Primer Reverse Gen E 1puL
Sonda Gen E 0.5 uL
Agua libre de RNAsas 1.5puL
Punto de la curva (diluciones) 1pL
Total 15 pL

Tabla 5. Condiciones de PCR en tiempo real para el gen E y la curva estandar (Protocolo de Berlin modificado).

55°C por 10 minutos

95°C por 1 minuto

4 ciclos 95°C por 10 segundos

60°C por 30 segundos

8.10.9. Estandarizacion: Curva de calibracion

La concentracion final del plasmido fue de 25 ng/uL, para lograr que en un microlitro
hubiera 1,000,000 de copias se realizaron diluciones seriadas 1:10 del plasmido, como
se observa en la figura 7A. De la dilucién 1:1000 cuya concentracion era de 2.5E-11 se
ocuparon 13.4 pL con 86.5 pL de agua para tener en 1 puL 1,000, 000 de copias del
plasmido (Stock).
5 ul 5ul Sl 5 ul 5l desechar
45H20 45H20

1:10 00

VT=
sopl
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Figura. 7 A'y B Diluciones realizadas para la obtencién de la curva estandar a partir del plasmido disefiado del Gen
E.

Una vez obtenido el Stock se realizaron diluciones seriadas de 1:10 para obtener la
curva de estandar, cada dilucion formaria parte de un punto de la curva con una
concentracion diferente, desde 1 millon hasta 10 copias por microlitro (Figura 7B)
siendo este Ultimo el limite de deteccidn, el cual se obtuvo realizando por quintuplicado

la curva estandar.

Para determinar el porcentaje de aumento o disminucion de la carga viral se realizaron

los caculos de porcentaje de aumento o disminucion con dos métodos diferentes:

DISMINUCION AUMENTO
Por diferencias y division: Por logaritmos y potencias:
1. Restade Tomal-Toma 2 1. Resta: LOG10(Toma 1) - LOG10(Toma 2)
2. Division: Diferencia/ Valor inicial 2. Calculo: 1 — POTENCIA (10, resultado de paso 1)

8.10.10. Cuantificacion relativa: Expresion de citocinas

La cuantificacion relativa se utiliza en ensayos de expresion génica, principalmente. Se
parte de los niveles del transcrito o ARNm de las muestras, por lo que es necesario
realizar la transcripcion reversa (RT) y los ensayos se conocen como RT-PCR en
tiempo real (Aguilera, s/f). Este tipo de cuantificacion mide los cambios en el estado
basal de un gen de interés versus un gen de expresion constante que actia como

control.
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La diferencia con la cuantificacion absoluta radica en que no se parte de una cantidad
conocida del ADN, sino de un control enddégeno o gen constitutivo (Aguilera, sff).
Debido a que no se conoce la cantidad absoluta del estandar interno, sélo se pueden
determinar los cambios relativos del gen de interés con referencia al gen endoégeno

(Aguilera, s/f).

8.10.11.  Grupo Control

Para poder determinar la expresion normal de las citocinas en pacientes sanos se
realizd el mismo procesamiento de la sangre del grupo control que en los pacientes con
COVID-19 realizando la PCR de cada muestra por triplicado. Los valores de expresion
del grupo control servirian para la determinaciéon del valor normal de la expresién de
citocinas en pacientes sanos para poder compararlos con la expresion de las citocinas

en pacientes que presentan la enfermedad por SARS-CoV-2.

El grupo control fue conformado por 60 personas, de los cuales se tomaron 22 de ellas
con de sexo y edad similares a las de los pacientes de este estudio para determinar la

expresion de las citocinas de forma pareada.

8.10.12. Condiciones para la preparacion de cDNA

Para optimizar las extracciones de ARN obtenidas a partir de los leucocitos de sangre
periférica, se realizé la sintesis de cDNA en un flujo de trabajo RT-gPCR de dos pasos
por medio de kit comercial (LunaScript® RT SuperMix). La transcripcién inversa (RT) es
un proceso por el que a partir de una hebra de ARN se genera una cadena
complementaria de ADN (cDNA) por medio de la enzima transcriptasa reversa (Checa,
2018) para ser utilizado como molde para la PCR en tiempo real.

Tabla 6. Cantidades de reactivos utilizados para sintesis de cDNA a partir de las muestras de ARN de leucocitos de
sangre periférica.

Reactivo Cantidad
RT SuperMix LunaScript ® 4 uL
Agua libre de RNAsas 15.4 pL
ARN muestra 0.6 pL
Total 20 pL
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La mezcla final (20 pL) se proceso en un termociclador de punto final con las siguientes
condiciones para la sintesis del cDNA:

Tabla 7. Condiciones de termociclador de punto final para sintesis de cDNA.

Temperatura Tiempo
25° 2min
55°C 10min
95°C Imin
4°C Forever

8.10.13. Condiciones de PCR en tiempo real para Ila

Cuantificacion Relativa

Una vez sintetizado el cDNA se realiz6 el segundo paso para la PCR en tiempo real
utilizando un kit comercial y los cebadores disefiados para cada gen de interés o gen

endogeno segun fue el caso:

Tabla 8. Cantidades de reactivos utilizados para sintesis de cDNA a partir de las muestras de ARN de leucocitos de
sangre periférica.

Reactivo Cantidad
Universal Probe gPCR Master Mix 5puL
Agua libre de RNAsas 2 uL
Cebador Forward 0.8 uL
Cebador Reverse 0.8 pL
Sonda 0.4 pL
cDNA 1pL
Total 10 pL

Tabla 9. Condiciones de PCR en tiempo real para la cuantificacion relativa de las citocinas

55°C por 10
minutos
95°C por 1
4 minuto
ciclos 95°C por 10
segundos
60°C por 30
segundos
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8.10.14. Normalizacion con el gen GAPDH

Es necesario normalizar los datos entre el valor que se obtiene para el gen de interés y
el del gen endogeno, de tal manera que los valores resultantes sean reflejo de los
cambios de expresion del gen y no de las diferencias en la cantidad de muestra
afadida. Para normalizar la expresion génica, a partir de ensayos de cuantificacion
relativa, existen algunos métodos y modelos que consideran la eficiencia de la
amplificacion para determinar la cantidad del ADN, por ejemplo, el método comparativo
de Ct (2-AACt) (Aguilera, s/f).

Generalmente, el gen enddgeno (control) es un gen que de manera ideal debe
expresarse constante e independientemente de las condiciones experimentales, del
tratamiento de las muestras, asi como en los diferentes tejidos o tipos celulares.
(Aguilera, s/f). Los genes de la gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH) y de
la B-actina son los mas usados como genes enddgenos, el que se utilizé6 para este
trabajo fue el GAPDH (el producto de este gen cataliza un importante paso energético
en el metabolismo de los carbohidratos, la fosforilacion oxidativa reversible de
gliceraldehido-3-fosfato en presencia de fosfato inorganico y dinucleétido de
nicotinamida y adenina (NAD) NCBI, 2021). Sin embargo, gracias a la sensibilidad de la
PCR en tiempo real, se ha observado que, en realidad, algunos procesos biolégicos o
el uso de diferentes tipos celulares afectan su expresion. Por lo tanto, es necesario
validar la estabilidad de la expresion del gen control en las condiciones de un
experimento a realizar antes de usarlo para llevar a cabo la normalizacién (Aguilera,
sff).

Es por ello que para determinar si la expresion del GAPDH se ve modificado por la
enfermedad COVID-19 se realizé la normalizacién por medio del método comparativo
de Ct en cada uno de los grupos de estudio (tanto en la toma 1 como en la toma 2,

figura 8 y 9 respectivamente) incluido el Grupo control.
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Figura. 9 GAPDH en muestras de pacientes con COVID-19 Toma 2 por PCR en tiempo real

La expresion del GAPDH en cada uno de los grupos fue cercana a la unidad como se
puede observar en el grafico 2, esto indica que en ninguno de los grupos de estudio
(con la enfermedad COVID-19 en diferentes grados de gravedad y sin la enfermedad)
se ve alterada la expresion del GAPDH, es por esto que se decidié usar como control

endégeno, es decir, se logré demostrar que realmente no se ve modificado bajo las

condiciones de esta patologia (COVID-19).
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Expresion de GAPDH en los grupos de estudio
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Grafico 2. Expresion relativa del Gen GAPDH en el grupo control de pacientes sanos y en los grupos de pacientes

con COVID-19. Los valores cercanos a la unidad indican que la expresion del gen es normal y no se ve alterada por
la presencia de la infeccion por SARS-CoV-2

8.10.15.  Expresion de citocinas inflamatorias IL-1, IL-6 y TNFa

Una vez que se comprob6 que el gen endbégeno de eleccion (GAPDH) no se veia
alterado por la enfermedad COVID-19 y para conocer la expresion relativa de las
citocinas proinflamatorias estudiadas, se realiz6 la normalizacién por medio del Método
comparativo de Ct (222CY). Este método es un modelo matematico que calcula los
cambios de expresion génica como un cambio relativo en ésta (nimero de veces) entre
una muestra experimental o gen de interés y un calibrador o gen enddégeno (Aguilera,
s/f). Se determind la expresion relativa en los grupos de estudio incluido el Grupo
control. El grupo control se consideré6 como los niveles normales de expresion con

valores cercanos a 1.

8.11. Analisis estadistico

Se hizo una prueba t de student (n< 30) para determinar las diferencias significativas
entre la expresion de las citocinas en la toma 1 con respecto a la expresion de las
citocinas en la toma 2, asi como en el promedio de la carga viral de la toma 2 y de la
toma 2 en cada uno de los grupos de estudio. Se realizO6 ANOVA con la finalidad de
calcular el valor de p (probabilidad) para determinar si existe una variacion significativa
entre los valores obtenidos mediante el método de 2-AACt para los distintos genes
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estudiados en las distintas tomas. Se ocuparon Intervalos de Confianza de 95% y un
alfa de 0.05, asi mismo se consideraron resultados significativos si el valor de p fue

menor a 0.05.
IX. DISCUSION Y RESULTADOS

Se realizO una busqueda en bases bioinformaticas como GenBank de NCBI,
obteniendo la secuencia FASTA de cada gen (IL-1B, IL-6 y TNF-a) para posteriormente
disefiar los cebadores en la plataforma Primer3Plus, de acuerdo con las condiciones
requeridas para su validacién (Tm, %GC, numero de nucledtidos, etc.). Se realizo el
analisis de los cebadores disefiados de las citocinas proinflamatorias y del gen GAPDH
por medio de herramientas bioinformaticas como OligoAnalyzer de IDT y se corroboro
que cumplian con las caracteristicas requeridas para trabajar con los mismos. A
continuacion, se presenta el andlisis del gen de IL-6 como ejemplo. Este procedimiento

se realiz6 para las 3 citocinas evaluadas y para el gen endégeno (GAPDH)

Para corroborar que los cebadores disefiados se unen a la secuencia del gen, se

realiz6 un alineamiento con la Secuencia FASTA del gen obtenida de GenBank:
>NM_000600.5 Homo sapiens interleukin 6 (IL6), transcript variant 1, mRNA

ATTCTGCCCTCGAGCCCACCGGGAACGAAAGAGAAGCTCTATCTCCCCTCCAGGA
GCCCAGCTATGAACTCCTTCTCCACAAGCGCCTTCGGTCCAGTTGCCTTCTCCCTG
GGGCTGCTCCTGGTGTTGCCTGCTGCCTTCCCTGCCCCAGTACCCCCAGGAGAAG
ATTCCAAAGATGTAGCCGCCCCACACAGACAGCCACTCACCTCTTCAGAACGAATT
GACAAACAAATTCGGTACATCCTCGACGGCATCTCAGCCCTGAGAAAGGAGACAT

GTAACAAGAGTAACATGTGTGAAAGCAGCAAAGAGGCACTGGCAGAAAACAACCT

GAACCTTCCAAAGATGGCTGAAAAAGATGGATGCTTCCAATCTGGATTCAATGHERE
REAC R CCCIEEIEAAA A TCATCACTGGTCTTTTGGAGTTTGAGGTATACCTAGAG

TACCTCCAGAACAGATTTGAGAGTAGTGAGGAACAAGCCAGAGCTGTGCAGATGA

GTACAAAAGTCCTGATCCAGTTCCTGCAGAAAAAGGCAAAGAATCTAGATGCAATA
ACCACCCCTGACCCAACCACAAATGCCAGCCTGCTGACGAAGCTGCAGGCACAGA
ACCAGTGGCTGCAGGACATGACAACTCATCTCATTCTGCGCAGCTTTAAGGAGTTC
CTGCAGTCCAGCCTGAGGGCTCTTCGGCAAATGTAGCATGGGCACCTCAGATTGT
TGTTGTTAATGGGCATTCCTTCTTCTGGTCAGAAACCTGTCCACTGGGCACAGAAC
TTATGTTGTTCTCTATGGAGAACTAAAAGTATGAGCGTTAGGACACTATTTTAATTAT
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El tamafio del amplicon fue de 108 pb, tipicamente, de acuerdo con Tamay de Dios et
al. (2013) los cebadores deben ser diseflados especialmente para garantizar una alta
especificidad y para que generen amplicones de un tamafio que oscile entre 100-150
pb; si éstos son mas grandes, la eficiencia de la reaccion disminuye
considerablemente, ademaés, pueden dar como resultado curvas de fusion con formatos
extrafios o incluso picos dobles, ya que la fusién del amplicén largo puede no ocurrir a
la misma temperatura y los amplicones mas cortos (<70 pb) pueden dar como resultado
sefiales de fluorescencia mas débiles. De acuerdo con lo anterior, el tamafio del

amplicon (108 pb) es adecuado y cumple con la caracteristica requerida.

Para verificar que las condiciones de los oligonucle6tidos son las correctas se realizo
su analisis en la plataforma de OligoAnalyzer en la cual se permite conocer los valores
de Tm, %GC asi como la longitud y otras caracteristicas que indican su estabilidad

(Harpin) y la formacién de dimeros (self-dimer):

Se sabe que los cebadores son secuencias de oligonucle6tidos que flanquean y
delimitan la secuencia blanco que se desea amplificar y son complementarios a ésta. El
analisis del cebador Forward (5-GAAAGCAGCAAAGAGGCACT-3') inicial arrojé que la
Tm es de 56°C y el %GC es del 50% y su longitud fue de 20 pb. El andlisis del cebador
Reverse (5"-TTTCACCAGGCAAGTCTCCT- 3") indico que la Tm es de 56.3°C y el
%GC es del 50% vy su longitud fue de 20 pb. Estos valores son aceptables ya que, de
acuerdo con Tamay de Dios et al. (2013), para que un cebador sea ideal su Tm
(temperatura de fusion) no debe de pasar de 60° C (50-60°C), y que el porcentaje GC
debe estar entre el 40-60%, generalmente su tamafo oscila entre 15-25 pares de
bases. Estos datos al compararlos entre si nos indican que las Tm (56°C de Forward y
56.3°C del reverse) difieren en 0.3°C lo cual es aceptable ya que, de acuerdo con De
La Fuente, et al. (2018) entre los dos oligonucleotidos la Tm no debe de variar mas de

2°C ya que deben tener Tm cercanos.

La sonda (5"-TGGCTGAAAAAGATGGATGCTTCCA-3") es una secuencia de ADN o
ARN de cadena simple que se utiliza para encontrar su secuencia complementaria en

el genoma de una muestra. La sonda se coloca en contacto con la muestra bajo
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condiciones que permitan que la secuencia de la sonda se hibride con su secuencia
complementaria. La sonda esta marcada con un marcador radiactivo o quimico que
permite visualizarla (Aguilera,s/f). Las sondas deben tener una Tm 6-8 ° C mas alta
gue los cebadores. Si la temperatura de fusion es demasiado baja, el porcentaje de
sonda unida al objetivo serd bajo. En este caso, los cebadores pueden amplificar un
producto, pero la sensibilidad puede verse comprometida ya que todos los sitios diana
no estan saturados con la sonda, lo que da como resultado una sefial de fluorescencia
reducida que no representa realmente la cantidad real de diana presente en la muestra
(Aguilera,s/f). Las Tm fueron de 56°C de Forward y 56.3°C del reverse y la Tm de la
sonda es de 59.1°C, es decir, es mas alta que la de los primers (por 3.1°C y 2.8°C
respectivamente), lo que indica que la Tm del Forward primer estd muy cercano a la
Tm de la sonda y la Tm del Reverse apenas es aceptable. En cuanto al contenido de
%GC al igual que con las secuencias de cebadores, debera tener un contenido de GC
de 35-65% y evitar una G en el extremo 5 'para evitar la extincion del fluoréforo 5'. En

este caso el %GC de la sonda fue de 44%, lo cual es aceptable.

Este analisis se realiz6 con cada par de cebadores disefiados y los resultados se

pueden observar en la tabla 10. Todos cumplieron con las caracteristicas requeridas.

Tabla 10. Caracteristicas de los Oligonucleétidos analizados.

Gen Cebador 5> 3° Longitud pb Tm °C %GC
IL-1 B_F GGACAAGCTGAGGAAGATGC 20 55.9°C 55 %
IL-1B_S FAM- TCCCTGCCCACAGACCTTCCA -BHQ1 21 63 °C 61.9 %
IL-1 B_R TCGTTATCCCATGTGTCGAA 20 53.6 °C 45 %

IL-6_F GAAAGCAGCAAAGAGGCACT 20 56 °C 50 %
IL-6_S FAM- TGGCTGAAAAAGATGGATGCTTCCA -BHQ1 25 59.1°C 44 %
IL-6_R TTTCACCAGGCAAGTCTCCT 20 56.3°C 50 %
TNF_F CTCTCTCCCCTGGAAAGGAC 20 56.7 °C 60 %
TNF_S FAM- GATCCGGGACGTGGAGCTGG -BHQ1 20 62.6 °C 70 %
TNF_R AAGAGGCTGAGGAACAAGCA 20 56.5°C 50 %
GAPDH_F CAGCCTCAAGATCATCAGCA 20 54.8 °C 50 %
GAPDH_S FAM- CCCCTGGCCAAGGTCATCCA -BHQ1 20 62.2°C 65%
GAPDH_R TGTGGTCATGAGTCCTTCCA 20 55.7°C 50 %
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Caracteristicas demograficas de los pacientes con COVID-19

Segun estimaciones generales, y especificas por edad y sexo del Estudio Nacional de
sero-Epidemiologia de la Infeccion por SARS-CoV-2 (ENECOVID, 2020) el riesgo de
muerte por infeccion por SARS-CoV-2 fue mayor en hombres que en mujeres y
aumento con la edad, sobre todo a partir de los 50 afios, hasta alcanzar un 11.6-16.4 %
en hombres de 80 afios 0 mas y un 4.6-6.5 % en mujeres de 80 afios 0 mas. Los
adultos de cualquier edad con comorbilidad asociada tienen un mayor riesgo de
contraer una enfermedad grave por el virus del SARS-CoV-2, o un aumento del riesgo,
esto de acuerdo con Alcantara, et al. (2021). En este caso los rangos de edades
observados en los pacientes con COVID-19 de este estudio variaron desde 37-90 afios,

como se muestra en el gréafico 3.

Rango de Edades de los pacientes con COVID-19

n=22
79-90.
9.1%
37-46
22.7%
68-78
13.6%
47-57
22.7%
58-67

31.8%

Grafico 3. Rango de edades de los pacientes con COVID-19. La mayoria de los pacientes fueron mayores de 37
afios y con un maximo de edad de 90 afios. El rango de edad con mayor porcentaje fue de 58-67 afios (31.8%).

En cada grupo de estudio las edades promedio fueron variadas: en el grupo de
pacientes leves-moderados el promedio de edad fue de 48 (+5.5) afios, en el grupo de
los pacientes graves el promedio fue de 59 (+14.1) aflos y en el grupo de pacientes

criticos el promedio fue de 63 (+13.9) aflos como se observa en el grafico 4. De




acuerdo con la CDC (2021) los adultos mayores corren mayor riesgo de enfermarse
gravemente por COVID-19, es decir, tienen una mayor probabilidad de ser
hospitalizados, de requerir cuidados intensivos 0 un respirador mecanico e incluso un
mayor riesgo de muerte; dicho riesgo aumenta para las personas a partir de los 50
afos y sigue aumentando a partir de los 60, 70 y 80, tal como se observo en este caso.
Las personas de 85 afios 0 mas son las que mayor probabilidad tienen de padecer la

enfermedad critica.

Como se puede observar en la grafica 4, efectivamente, dependiendo de la edad, la
gravedad de la enfermedad va aumentando, lo que conlleva a que, a mayor edad,
mayor es el riesgo de presentar la enfermedad en su forma mas critica, esto se debe
principalmente a una inmunidad disminuida y a una mayor prevalencia de

enfermedades cronicas en la poblacion adulta como se dijo anteriormente.

EDAD PROMEDIO

Edad en relacién con la gravedad de la enfermedad

80

60
©)
o
W 40
o
o
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0 —
LEVE-MODERADO GRAVE CRITICO

Grafico 4. Edad promedio de cada grupo de estudio con diferente grado de gravedad de la enfermedad COVID-19.
Al clasificar a los pacientes, el promedio de edades de cada grupo parece aumentar conforme la gravedad. La edad
promedio de los pacientes con COVID-19 leve-moderado fue de 48.5 afios y en comparacion con el grupo de
COVID-19 critico que fue 63.7 afios.
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Se ha visto que el sexo es un factor importante en la heterogeneidad de la mortalidad
por COVID-19, ya que en diversos estudios existen significativas diferencias en funcion
del sexo, teniendo los hombres un mayor riesgo en comparacion con las mujeres segun
Carelles, et al., (2021). La proporcion de hombres y mujeres (50%-50%
respectivamente) en este estudio fue similar tanto en el grupo de pacientes leves-
moderados como en el grupo de pacientes graves, en el grupo de pacientes criticos
hubo un mayor porcentaje de hombres (60%) que de mujeres (40%), como se puede
observar (graficas 5 y 6). Es asi como la asociacion de un cuadro mas critico de
COVID-19 con la edad avanzada y con el hecho de ser hombre retoma su importancia
en este trabajo.

GRUPO LEVE A GRUPO GRAVE B

Sexo en relacién con la gravedad de la enfermedad Sexo en relacién con la gravedad de la enfermedad

Femenino Masculino Femenino

50.0 50.0%

Masculino
50.0%

Gréfico 5. Sexo en relacién con la gravedad de la enfermedad. A. Grupo Leve-moderado y B. Grupo grave. En
ambos casos la afectacion de la enfermedad COVID-19 fue la misma tanto para hombres como para mujeres.

GRUPO CRITICO

Sexo en relacion con la gravedad de la enfermedad

Femenino
40.0%

Masculino

Grafico 6. Sexo en relacion con la gravedad de la enfermedad. Grupo con COVID-19 critico, existe un mayor
porcentaje de hombres (60%) que de mujeres (40%).




Clasificacion de los pacientes con COVID-19

En este estudio se realizé el seguimiento de 22 pacientes con COVID-19 confirmado,
cada uno de los pacientes cumplié con las caracteristicas descritas por la OMS (2020)
en cuanto al grado de gravedad de la enfermedad, por lo que fueron clasificados como
Leves-Moderados, Graves y Criticos de acuerdo con su evolucion, a sus caracteristicas
clinicas y basado en la clasificacion realizada por la OMS (2020) y a Sosa et al. (2020).
El total de pacientes con COVID-19 leve-moderado fue de 4/22 (18.2%), el grupo de
pacientes graves fue de 8/22 (36.4%) y el de pacientes criticos fue de 10/22 (45.5%),

como se puede observar en el gréafico 7.

Clasificacion de los pacientes con COVID-19 en funcién de la
gravedad

Leves- Moderados

Criticos

Graves

Grafico 7. Clasificacion de los pacientes con COVID-19 en funcion de la gravedad. Del total de pacientes del
estudio, la mayoria (45.5%) fueron pacientes con COVID-19 critico y un 36.4% pacientes graves y solo un 18.2%
fueron pacientes leves-moderados que superaron la enfermedad.

Tanto los pacientes leves-moderados y graves se recuperaron de la enfermedad
COVID-19, la diferencia se centré en el tiempo en que se logré la recuperacion, los
graves tardaron mayor tiempo internados con cuidados intensivos y con requerimiento
de ventilacion mecéanica y los leves requirieron Unicamente el uso de puntas nasales de
alto flujo, caso contrario al grupo de pacientes criticos, en el que, desafortunadamente,

el desenlace fue fatal como se puede observar en la tabla 11.
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Tabla 11. Caracteristicas clinicas de los pacientes con COVID-19 en diferentes grados de gravedad

LEVES-MODERADOS GRAVES CRITICOS
- Sobreviviente (dado de alta) - Sobreviviente (dado de alta) - Finado
-Comorbhilidades preexistentes o sin - Comorbilidades preexistentes - Comorbilidades preexistentes
comorbilidades (diabetes, hipertension, obesidad etc.) (diabetes, hipertension, obesidad etc.)
- Sintomas minimos (tos, fiebre, - Ademas de los sintomas tipicos - Signos clinicos de neumonia con
cefalea, disnea) y minima dificultad = presenta mialgias, artralgias y dificultad aparicion de nuevos sintomas
respiratoria o sin signos de respiratoria y neumonia. respiratorios o empeoramiento de los
neumonia grave -Internado con necesidad de ventilador existentes.
-Internado con puntas nasales de mecanico o puntas nasales de alto flujo = - Internado con necesidad de ventilador
alto flujo o uso de oxigeno -CO-RAD de 5 mecanico
-CO-RAD mayor a 3 -Parametros sanguineos alterados: - CO-RAD de 5
-Parametros sanguineos normales = Neutrofilia, trombocitopenia, linfopenia, -Parametros sanguineos alterados:
o ligeramente elevados (Neutrofilia, VSG elevada, Ferritina elevada, PCR Neutrofilia, trombocitopenia, linfopenia,
VSG, Ferritina, PCR) o disminuidos elevada VSG elevada, Ferritina elevada, PCR
(trombocitopenia, linfopenia) elevada

Hasta el momento, de acuerdo con la OMS (2020), se ha visto que la mayoria de las
personas que presentan COVID-19 solo padecen el tipo leve (el 40%) o moderado (el
40%) de la enfermedad, aproximadamente el 15% presenta un tipo grave de
enfermedad para el que se requiere oxigenoterapia, y el 5% son enfermos en estado
critico que presentan complicaciones tales como insuficiencia respiratoria, SDRA y
choque séptico, etc. Aparentemente solo pocos pacientes evolucionan a un evento
critico (sumando la presencia de comorbilidades o complicaciones que se van
presentando) y una gran mayoria de los pacientes logra sobrellevar la enfermedad sin
complicaciones. Sin embargo, la mayoria de las personas que padecen COVID-19
llegan a los servicios de urgencias con una evolucién avanzada de la enfermedad o
cuando su dificultad para respirar es alta, es asi como, la oportunidad de captar a
pacientes con sintomas leves o con la enfermedad moderada en este estudio fue

minima.

Evolucion de los pacientes con COVID-19

La evolucion de los pacientes con COVID-19 en este estudio tuvo un desarrollo
favorable en el 54.5% (12/22) de los casos, en cambio, en el 45.5% (10/22) de los
casos restantes el desenlace fue fatal (grafico 8), por lo que se puede decir que
efectivamente la mayoria de los casos sobrellevan la enfermedad y logran sobrevivir ya

gue segun lo reportado por la OMS (2021) cerca del 80% de los pacientes que
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padecen la enfermedad logran sobrevivir, a pesar de ello, el porcentaje de
fallecimientos no fue tan bajo en este estudio como lo reportado por la OMS.

Evolucion de los pacientes con COVID-19

Defunciones

Sobrevivientes

Grafico 8. Evolucion de los pacientes con COVID-19. El 54.5% del total de los pacientes sobrevivid y un 45.5%
fallecié por complicaciones generadas por el virus SARS-CoV-2.

Todos los casos de defuncion formaron parte del grupo de COVID-19 critico; la
evolucién en promedio fue de 18 (+7) dias (desde el inicio de sintomas hasta el dia de
defuncidn), lo que coincide con lo reportado por el Centro de Coordinaciéon de Alertas y
Emergencias (2020) quien indica que el tiempo entre el inicio de sintomas hasta la
instauracion de sintomas graves como la hipoxemia es de 1 semana, y de 2-8 semanas
hasta que se produce el fallecimiento, por lo que la evolucién de los pacientes es critica
en la semana 2 después del inicio de sintomas, ya que se determinara si el paciente
tiende a la recuperacién o su evolucion sera desfavorable, de acuerdo a la OMS. Es
importante destacar que la primera toma de muestra de exudado nasofaringeo que se
realizé en los pacientes para el diagndéstico de SARS-CoV-2 por PCR en tiempo real,
en promedio, fue de 7 dias después del inicio de los sintomas y la segunda toma se
realizd, en promedio, 12 dias después del inicio de sintomas, teniendo una diferencia
entre tomas de 5 dias. Las muestras de sangre periférica se recabaron el mismo dia de
las tomas de exudado nasofaringeo. Este rango de dias se decidié de acuerdo con lo
reportado por el Centro de Coordinacion de Alertas y Emergencias Sanitarias (2020),

indican que el tiempo medio desde el inicio de los sintomas hasta la recuperacién es de
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2 semanas cuando la enfermedad ha sido leve y 3-6 semanas cuando ha sido grave o

critica.

Dentro del grupo de COVID-19 critico, en el que todos fallecieron, se observé un mayor
porcentaje de pacientes del sexo masculino (60%). Cafelles, et al. (2021) han
reportado que los hombres tienen un mayor riesgo de complicacion por COVID-19 en

comparacién con las mujeres como se puede observar en el grafico 9.

Defunciones en funcion del sexo

Femenino

Masculino

Gréfico 9. Defunciones en funcién del sexo en los pacientes con COVID-19 critico. En el grupo de pacientes con
COVID-19 critico fue donde se observaron todas las defunciones, teniendo un mayor porcentaje en pacientes
hombres (60%) que en pacientes mujeres (40%)

Hallazgos tomogréaficos en pacientes con COVID-19 (CO-RADS)

En cuanto a los hallazgos tomogréficos reportados de acuerdo con la escala de CO-
RADS propuesta por Elizalde, et al. (2020), todos los pacientes de este estudio (con
diferentes grados de la enfermedad COVID-19) tuvieron un valor de 5 y de acuerdo con
la clasificacion final (junto al resultado de PCR) tuvieron un valor de 6. La clasificacion
CO-RADS asigna un nivel de sospecha para la enfermedad segun los hallazgos
encontrados en la imagen por tomografia, dichos valores van desde muy bajo, CO-
RADS 1, hasta muy alto, CO-RADS 5, y CO-RADS 6 que corresponde a pacientes con
hallazgos tipicos y PCR positivo (Elizalde, et al., 2020). Los hallazgos tomograficos

tipicos en pacientes con COVID-19 se caracterizan por la presencia de opacidades
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multiples en vidrio esmerilado de distribucién periférica y basal, engrosamiento
vascular, patron empedrado o adoquin desordenado (crazy paving), dichos hallazgos
fueron los reportados en los pacientes de este estudio (Elizalde, et al., 2020).

Tabla 12. Hallazgos tomograficos en pacientes con COVID-19 clasificados de acuerdo a la Escala CO-RADS de
Elizalde, et al. 2020

Clasificacion Final

Gravedad de la Clasificacion de CQ-RADS Tomografia + Resultado de Hallazgps
enfermedad COVID-19 por Tomografia PCR tomograficos
Leves-Moderados CO-RADS 5 CO-RADS 6 Tipicos de COVID-19
Graves CO-RADS 5 CO-RADS 6 Tipicos de COVID-19
Criticos CO-RADS 5 CO-RADS 6 Tipicos de COVID-19

Requerimiento de Ventilacion Mecéanica en pacientes con COVID-19

Generalmente cuando los pacientes comienzan a presentar una insuficiencia
respiratoria es necesario proporcionar ventilacion mecénica. En los primeros reportes
sobre la sobrevivencia de pacientes conectados a ventiladores, la tasa de mortalidad
de quienes usaban estos aparatos al comienzo de la crisis fue cercana al 100% en
EUA (Montes, 2020). Un informe que evalud los casos del primer mes del brote en la
provincia de Hubei encontré que el 97% de los pacientes criticos intubados murié. Otro
informe inicial estimé en 81% la mortalidad entre individuos ventilados en Wuhan. Las
cifras de mortalidad en pacientes que son conectados a ventiladores mecanicos oscilan
entre el 55% y 85% (Montes, 2020).

En este estudio el porcentaje de pacientes que fueron intubados fue de 68.18% (16/22),
de ese porcentaje, el 45.5% (10/22) pertenecia al grupo con COVID-19 critico y el
22.72% (5/22) al grupo con COVID-19 grave. En el grupo de COVID-19 grave el 62.5%
(5/8) de pacientes fue intubado y de acuerdo con lo reportado, lograron sobrevivir, caso
contrario al grupo de COVID-19 critico en el que el 100% (10/10) de los pacientes
fueron intubados y el 100% (10/10) fallecié. El porcentaje de pacientes que estaban
conectados y fallecieron (45.5%) fue menor al rango reportado por Montes, (2020). En
el grupo leve no hubo ningun paciente con necesidad de ventilacibn mecénica como se

puede observar en el grafico 10.
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Requerimiento de ventilacion mecanica en pacientes con COVID-19
B %Pacientes intubados [ %Pacientes No intubados

100

75

50

25

Porcentaje de pacientes

COVID-19 Leve-moderado COVID-19 Grave COVID-19 Critico

Grafico 10. Requerimiento de ventilacién mecanica en pacientes con COVID-19. En el grupo de COVID-19 grave el
62.5% de pacientes fue intubado y en grupo de COVID-19 critico el 100% de los pacientes requirié uso de ventilador
mecanico.

Caracteristicas clinicas de los pacientes con COVID-19

Los signos y sintomas mas frecuentes encontrados fueron: tos con 77.27% (17/22),
fiebre con 68.18% (15/22), disnea con 68.18% (15/22), artralgias con 54.54% (12/22),
mialgia con 50% (11/22) y sintomas poco comunes como dolor toracico con 18.18%
(4/22), diarrea con 9.09% (2/22), escalofrié con 9.09% (2/22), rinorrea con 9.09% (2/22)
y disgeusia con 9.09% (2/22), como se puede observar en el grafico 11.

Signos y sintomas mas comunes en pacientes con COVID-19

n=22
ISS | 50%
Fiebre | 68%
Tos | 77%
Cefalea | 41%
Disnea 68%
Diarrea | 9%
Dolor toracico 18%
Escalofrio 9%
QOdinofagia 23%
Mialgias | 50%
Artralgias 55%
AEG | 41%
Rinorrea 9%
Polipnea 5%
Dolor abdominal 5%
Cianosis 5%
Anosmia 18%
Disgeusia 9%
r——
0% 20% 40% 60% 80%
Porcentaje de pacientes
ISS=Inicio subito de los sintomas AEG= Ataque al Estado General

Grafico 11. Signos y sintomas mas frecuentes en los pacientes con COVID-19. La fiebre, tos y cefalea son los
sintomas méas comunes seguidos de la presentacion de mialgias y artralgias.
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Estos datos coinciden con lo reportado por varios autores, como Parra, et al. (2020)
que refiere que la enfermedad COVID-19 tiene un gran espectro de signos y sintomas y
predominantemente se presenta con tos y fiebre, lo que resulta en una proporcion de
pacientes que desarrollan sindrome de dificultad respiratoria aguda (SDRA); también
indica que puede causar sintomas gastrointestinales como diarrea, nauseas, vomitos y
dolor abdominal, los cuales se han reportado entre el 11.5%- 32% de los pacientes

segun su analisis.

En cada uno de los grupos de estudio, los signos y sintomas fueron variables, en los
pacientes graves y criticos la cantidad de sintomas presentados fue relativamente
mayor que en los pacientes leve-moderado, como se puede observar en la tabla 13.

Tabla 13. Signos y sintomas mas frecuentes en los pacientes con COVID-19 en diferentes grados de gravedad.

Signos y sintomas Leves-Moderados n=4  Graves n=8 (%) Criticos n=10 (%)
0,

Inicio subito de los sintomas (7/;) 50 40
Fiebre 50 62.5 80
Tos 100 62.5 80
Cefalea 50 375 40
Disnea 75 75 60
Diarrea 0 0 20
Dolor toracico 25 12.5 20
Escalofrio 25 125 0
Odinofagia 75 12.5 10
Mialgias 75 37.5 50
Artralgias 50 50 60
Ataque al estado general 25 37.5 50
Rinorrea 0 0 20
Polipnea 0 125 0
Dolor abdominal 0 0 10
Cianosis 0 12.5 0
Anosmia 25 12.5 20
Disgeusia 0 12.5 10

(% de pacientes que lo presentaron de acuerdo al grupo de estudio)

Parametros sanguineos en pacientes con COVID-19

Una de las caracteristicas clinicas que se ha reportado en los pacientes con COVID-19

son las alteraciones en los pardmetros sanguineos. Espinoza, et al. (2020) ha
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reportado que los hallazgos hematolégicos mas comunes en los pacientes COVID-19
son: linfopenia, neutrofilia, eosinofilia, trombocitopenia leve, y se han descrito algunos
casos de trombocitosis. En este caso se realizé el seguimiento de cada paciente a lo
largo de su estancia en el hospital y se recabaron los valores de los parametros
hematoldgicos antes mencionados poniendo mayor atencion en el dia que se realizo la
toma 2 (tabla 14), ya que es en este dia en que se puede evaluar de manera mas
adecuada la evolucion de los pacientes de acuerdo con los parametros hematologicos
y, de acuerdo con los valores de referencia, se determind la presencia o ausencia de

dichas alteraciones.

Tabla 14. Valores reportados en los parametros sanguineos que se ven mas frecuentemente alterados en los
pacientes con COVID-19 en diferentes grados de gravedad en la toma 2 evaluada en este estudio.

No. 130P(|)ggff()t§%00/ Neutrofilos Linfocitos \éslg Ferritina (I)DCO:F;

Paciente ! uL ! 1.9-8x1073/uL  0.9-5.2x10"3/ pL mm/hr 10-370 ng/mL mg/dL
8 591,000 5.84 0.89 SD SD SD
12 309,000 6.68 0.76 SD SD 10.5
13 424,000 9.86 1.38 SD SD SD
22 318,000 4.14 1.25 SD 45 4.84
10 245,529 9.06 0.73 49 389 4.18
14 285,250 7.13 0.66 SD SD SD
15 412,608 14.16 0.86 52.75 1248 17.71
17 249,833 6.85 1.28 41.5 1102 3.47

18 254,071 8.28 0.79 SD 384 17.95

19 31,590 3.07 0.91 74 >1500 19.58
20 353,933 11.07 0.78 SD 925 SD
21 193,071 18.30 0.43 36.5 537 2.50
1 194,800 14.72 0.37 56 632 8.15
2 191,000 11.33 1.08 SD SD SD
3 248,200 7.89 0.56 SD 1143 19.9
4 299,000 10.465 0.38 35 393 SD
5 102,700 8.84 1.15 39.6 639 7.14
6 232,800 11.92 0.21 51 562 5.67
7 288,000 7.83 0.53 SD SD SD
9 261,500 14.09 0.71 57 SD 12.9
11 180,600 13.17 0.55 SD SD 19.9
16 162,125 11.25 0.30 44 1067 551

PCR= Proteina C reactiva VSG= Velocidad de sedimentacién globular SD=Sin dato
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De acuerdo con Espinoza, et al. (2020) se sabe que los recuentos absolutos de
neutréfilos aumentan en los primeros dias tras del ingreso y comienzan a disminuir una
semana después (Valor normal=1.9-8x103/uL). La neutrofilia (aumento en el nimero
absoluto de neutrofilos circulantes) en la segunda toma se observdé en mayor
porcentaje en pacientes del grupo critico (80%) seguidos del grupo grave (62.5%) y en
menor proporcion (25%) en el grupo leve-moderado, como se puede observar en la
tabla 15.

Se ha demostrado que los linfocitos (Valor Normal=0.9-5.2x103%/ul) expresan el receptor
ACE-2 en su superficie; por lo tanto, el virus puede infectar directamente estas células
y finalmente producir lisis provocando linfopenia (menor nimero linfocitos en sangre).
La activacion de las citocinas proinflamatorias puede inducir una atrofia de los érganos
linfoide, incluyendo el bazo, provocando a su vez apoptosis de los linfocitos (Espinoza,
et.al. 2020). En este caso la linfopenia, en la segunda toma, estuvo presente en los 3
grupos, destacando el grupo critico, en el que el 80% de los pacientes la presento,
seguido del grupo grave (75%) y el grupo leve-moderado (50%).

Se ha reportado que en la infeccion por SARS-CoV-2, la trombocitopenia (Valor de
plaquetas menor a 130,000/uL) se debe a un ataque directo del virus sobre las
plaguetas y las células progenitoras de megacariocitos en la médula Osea. La
interaccién funcional entre las plaquetas (Valor normal= 130,000-400,000/uL) y el
sistema inmunolégico innato promueve la tromboinflamacion y el dafio tisular (Rowaiye
et al.,, 2021). La activacion plaquetaria potencia el reclutamiento, activacion y
transmigracion de células inmunes innatas. La progresion y resolucion de la inflamacion
de las plaguetas se promueve de una manera especifica de la enfermedad. Ademas, la
tromboinflamacion esta regulada diferencialmente por interacciones plaquetas-
leucocitos. A medida que avanza la enfermedad grave por COVID-19, el recuento de
plaquetas disminuye, esto de acuerdo con lo reportado por Rowaiye et al. (2021). En
este caso, en la segunda toma, se observé Unicamente en el grupo grave (12.5%) y en
el grupo critico (10%), teniendo valores normales en la mayoria de los pacientes (de
acuerdo con el valor de referencia). Estos datos de determinaron de acuerdo con los

valores de referencia de cada uno de los parametros. Los valores de referencia pueden
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variar de un laboratorio a otro, en este caso se utilizaron los valores de referencia

reportados por Laboratorio central del Hospital Juarez de México.

Mulchandani et al. (2021) reporta que los pacientes COVID-19 de los grupos graves se
caracterizaron por tener niveles plasmaticos mas altos de biomarcadores relacionados
con la infeccion como la velocidad de sedimentacion globular (VSG), proteina C
reactiva y procalcitonina. En este caso se realizo el seguimiento de los pacientes a lo
largo de su estancia en el hospital y se observo un mayor porcentaje de pacientes con
elevacion de la ferritina (valores por encima de 370 ng/mL) en el grupo de COVID-19
grave (87.5%) y critico (60%) en comparacion con el grupo leve-moderado (25%). La
ferritina sérica (Valor normal= 10-370 ng/mL) es un marcador de inflamacion y
desregulacion inmunitaria que esta bien establecida. Un aumento en la produccion de
ferritina celular permite una mayor unién del hierro intracelular. Este es un mecanismo
de defensa del huésped para inhibir la produccion de radicales libres. La ferritina sérica
se origina a partir de la fuga de las células dafiadas y, por lo tanto, sirve como un
importante marcador de enfermedad. A medida que la ferritina sale de las células al
suero, deja un hierro libre y carece de la mayor parte del hierro que contiene
intracelularmente (Rowaiye et al., 2021). Aunque la ferritina sérica es benigna, el hierro
no unido causa ademas dafio celular a través de la oxidacion de lipidos. Dado que los
glébulos rojos contienen el mayor volumen de ferritina, el hierro libre distorsiona su
estructura y funcién. El hierro libre también provoca cambios patolégicos en la
morfologia de la fibrina, lo que hace que atrape los eritrocitos deformados. Los datos
clinicos sugieren que el aumento del nivel de ferritina esté relacionado con la gravedad
de la enfermedad por COVID-19 y como se ha observado en este estudio
efectivamente los valores de ferritina son mas altos en los grupos grave y critico en
comparacion con el grupo leve los valores observados fueron normales de acuerdo a

los valores de referencia como se puede observar en la tabla 14.

Los tres grupos de estudio presentaron valores elevados de Proteina C Reactiva (por
encima de 0.5 mg/dL): 50% de los pacientes del grupo leve moderado, 75% de los
pacientes del grupo grave y 70% de los pacientes del grupo critico. La proteina C
reactiva (PCR) es un reactante de fase aguda, que esta notablemente elevado en
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pacientes con COVID-19 de acuerdo con lo reportado por Rowaiye et al. (2021). La
PCR (Valor normal=0-0.5 mg/dL) es un indicador util para determinar la gravedad de la
enfermedad y un predictor confiable del sindrome de liberacibn de citocinas. Los
niveles extremadamente altos de PCR estan directamente relacionados con un mal
pronéstico de la enfermedad (Rowaiye et al., 2021). Como se puede observar en la
tabla 15, el grupo critico tuvo un valor mas elevado en comparacion con los otros
grupos, por lo que coincide con lo reportado por Rowaiye et al. (2021). En respuesta a
la estimulacion de IL-6, las células hepaticas liberan PCR. Segun la relacion entre los
niveles de PCR e IL-6, se puede utilizar como marcador sustituto. El monitoreo diario
es importante para distinguir entre aquellos cuya fiebre desapareceria y aquellos cuyos
sintomas gravitarian hacia una tormenta de citocinas. Un paciente cuya PCR excede
este umbral tiene un riesgo particularmente alto de sufrir una tormenta de citocinas.
(Rowaiye et al., 2021).

Los valores de Velocidad de Sedimentacion Globular (VSG) estuvieron elevados (por
encima de 13 mm/hr) anicamente en el grupo de COVID-19 grave (62.5%) y critico
(60%), en el grupo leve-moderado no se encontraron datos de este parametro. La
velocidad de sedimentacion globular (Valor normal= 0-13mm/hr) mide la velocidad a la
gue los globulos rojos se depositan en la sangre completa anticoagulada. Durante la
inflamacion, la velocidad de sedimentacion globular (VSG) es mas rapida de lo habitual
porque una alta proporcion de fibrinégeno en la sangre hace que los glébulos rojos se
peguen y aumente su densidad (Rowaiye et al., 2021). La VSG se encuentra elevada
en practicamente todos los procesos que cursan con inflamacion (enfermedades
inflamatorias reumaticas o no e infecciones) y en algunas neoplasias, por lo que es
totalmente inespecifica. Se eleva a las 24 h de iniciado el estimulo inflamatorio y no
suele normalizarse hasta al cabo de cinco a diez dias de su resolucion (Merino, 2002).
En general se puede afirmar que cualquier situacion que aumente el fibrinégeno puede
elevar la velocidad de sedimentaciéon (p. €j., el embarazo, la diabetes, la insuficiencia
renal en su fase terminal, la insuficiencia coronaria, las anemias macrociticas, etc)
(Merino, 2002). Los rangos de VSG suelen ser muy altos durante la inflamacion grave
debido a una infeccion de acuerdo con lo reportado por Rowaiye et al. (2021). Los

valores de VSG observados en el grupo grave y critico de este estudio fueron muy
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elevados con respecto al valor de referencia, si se toma en cuenta que en dichos
grupos existe un mayor porcentaje de pacientes con diabetes y junto con la infeccion

por SARS-CoV-2 es comprensible que los valores de VSG estén mas elevados.

Tabla 15. Alteraciones en los parametros sanguineos mas frecuentes en los pacientes con COVID-19 en diferentes
grados de gravedad.

Parametros sanguineos Leves-Moderados n=4 (%) Graves n=8 (%) Criticos n=10 (%)
NEUTROFILIA 25% 62.5% 80%
TROMBOCITOPENIA 0 12.50% 10%
LINFOPENIA 50% 75% 80%
VSG ELEVADA SD 62.5% 60%
FERRITINA ELEVADA 25% 87.5% 60%
PCR ELEVADA 50% 75% 70%

% de pacientes con alteracion en los parametros

PCR= Proteina C reactiva VSG= Velocidad de sedimentacion globular SD=Sin dato

La importancia de evaluar estos parametros radica en su papel, de algunos de ellos,
como marcadores de inflamacion o como prondstico para determinar, en ciertos casos,

como va evolucionando el paciente y por lo tanto como debera ser su manejo

Comorbilidades en pacientes con COVID-19

En los casos de COVID-19 mas graves en México, la hipertensiéon es la comorbilidad
mas comun con un diagnostico reportado del 18,61%, la obesidad ocupa el segundo
lugar, con un 16,80% de presencia en los casos confirmados y la diabetes un 14,58%
(Rocha, 2020). Es importante destacar que en México la frecuencia de diabetes,
hipertension y obesidad es muy alta en los adultos mayores, lo que puede conllevar a
mayor riesgo de que evolucion de la enfermedad por COVID-19 se complique y sea
mas critica. Las comorbilidades mas frecuentes en los pacientes con COVID-19
evaluados en este estudio fueron: Diabetes con 45.45% (10/22), Hipertension con
40.90% (9/22), Obesidad con 9.09% (2/22) y VIH con 4.54% (1/22), hubo un 27.27%
(6/22) de pacientes sin comorbilidad conocida como se puede observar en el grafico
12.
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Comorbilidades en pacientes con COVID-19
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Grafico 12. Comorbilidades mas frecuentes en pacientes con COVID-19. La diabetes y la hipertensién fueron las
comorbilidades con més incidencia con 45.45% y 40.90% respectivamente. Un 27.27% de los pacientes no tenia
comorbilidades preexistentes conocidas.

Se presentaron casos de pacientes con dos de estas comorbilidades como Diabetes
con hipertension 4/22 (18.8%) y obesidad con hipertensién 2/22 (9.09%).

En el grafico 13 se puede observar la frecuencia de las comorbilidades por cada grupo
de estudio. La diabetes esté presente en los 3 grupos, siendo en mayor porcentaje en
el grupo de COVID-19 critico (50%). La diabetes es una de las comorbilidades mas
frecuentes en personas con COVID-19, con una prevalencia que varia entre el 7 y el
30% de acuerdo con Li, et al. (2020); una vez adquirida la COVID-19, la diabetes ha
demostrado de forma consistente ser un factor de riesgo de mal prondstico. Segun
Singh, et al., (2020) la probabilidad de desarrollar un cuadro severo e ingresar en las
unidades de cuidados intensivos (UCI) es de mas del doble en las personas con
diabetes y la mortalidad descrita es hasta 3 veces superior (21-31%) lo que coincide
con lo observado en este estudio, ya que el grupo critico, ademas de tener la mayor
mortalidad, fue el grupo con mayor presencia de diabetes.
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Gréfico 13. Comorbilidades més frecuentes en pacientes con COVID-19 en diferentes grados de gravedad. En el
grupo de pacientes con COVID-19 Leve, la diabetes y la obesidad con hipertension fueron las Unicas comorbilidades
reportadas, el 50% de los pacientes no presentaban ninguna comorbilidad conocida. En el grupo de pacientes con
COVID-19 Grave, tanto la hipertensién como la diabetes con hipertension fueron las comorbilidades més frecuentes
(25% c/u) seguidas de la obesidad con hipertension (13%), el 38% de los pacientes no presentaban ninguna
comorbilidad conocida. En el grupo de pacientes con COVID-19 Grave la diabetes fue la comorbilidad mas comun
con un 50% seguida de la diabetes con hipertension (20%) y la hipertension (10%), un bajo porcentaje tuvo VIH
(10%) y solo el 10% de los pacientes no presentaban ninguna comorbilidad conocida.

La hipertension de igual manera esta presente en los 3 grupos, pero en un mayor
porcentaje en el grupo de COVID-19 grave (62.5% tomando en cuenta las 3 formas en
gue se agruparon: hipertension unicamente o hipertension con otra comorbilidad). La
obesidad solo estuvo presente en el grupo de leves-moderados y graves, en un mayor
porcentaje en el grupo leve (25%), el VIH solo se present6 en el grupo de COVID-19
critico (10%) y hubo un mayor porcentaje de pacientes sin comorbilidad conocida en el

grupo de pacientes leves (50%).

La existencia de base en la diabetes de un estado de inflamacion cronica, la
hipertension u otras comorbilidades sumando la presencia de la infeccion por SARS-
COV-2 junto con el deterioro de la respuesta inmunoldgica debido a la edad avanzada,
la necesidad de ventilador mecanico y las complicaciones que se pueden presentar por
la estancia hospitalaria estan entre los mecanismos fisiopatologicos asociados al
aumento de la mortalidad de COVID-19.
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Relacion entre la Carga Viral y Expresién de Citocinas en COVID-19

De acuerdo con Alcéntara, et al. (2021) la expresion clinica de la infeccion por SARS-
CoV-2 consta de tres fases. La fase inicial se caracteriza por gran replicacion viral, lo
gue conlleva una carga viral alta, con fiebre, tos y quebrantamiento general que se
prolonga durante varios dias. En pacientes adultos con formas leves de COVID-19 la
PCR puede resultar positiva alrededor de 10-12 dias, después del inicio de los
sintomas en el tracto respiratorio superior, alrededor de 24 dias en el tracto respiratorio
inferior. La segunda fase se asocia con fiebre alta, hipoxemia y progresion de la
sintomatologia respiratoria hasta una neumonia bilateral a pesar de que se aprecia
analiticamente ya un declive en la carga viral al final de esta fase. En las formas
moderadas o graves, la duracion media en el tracto respiratorio superior es de 16 dias,
23 dias en el tracto respiratorio inferior. Con independencia de la gravedad de la
enfermedad, la probabilidad de detectar ARN viral en el tracto respiratorio superior
decrece a partir de la segunda semana tras la aparicion de los sintomas (Alcantara, et
al. 2021). Durante la tercera fase, aproximadamente un 20% de los pacientes
progresan a un SARS, que con frecuencia tiene desenlace fatal. Ya que durante esta
fase hay una progresiva caida de carga viral, la patogenia de esta crisis se cree que es
debida a una exacerbada respuesta inflamatoria por parte del huésped a la que se ha
denominado "tormenta de citocinas”, y que, al generar dafo alveolar difuso e hipoxemia
grave, facilita la aparicion de sepsis secundarias letales (Serrano, et al., 2020). De
acuerdo con lo mencionado anteriormente se determind que cada fase de evolucién
corresponde a cada uno de los grupos de estudio evaluados, en cada grupo se analizé
tanto la carga viral como la expresion de citocinas (IL-1B, IL-6 y TNF-a), de cada
paciente en las dos tomas realizadas por medio de cuantificacion absoluta vy

cuantificacion relativa respectivamente.

Para la realizacion de la cuantificacion absoluta se utilizd como estandar externo un
producto amplificado por PCR del Gen E de SARS-CoV-2 clonado en un plasmido. De
acuerdo con Solano et al. (2018) los protocolos cuantitativos de PCR en tiempo real
estiman de manera confiable el numero de copias de RNA gendémico. Una vez

optimizada la PCR en tiempo real y a partir de las diluciones realizadas del estandar del
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ADN plasmidico, se obtuvo la curva estdndar para la cuantificacion del nimero de
copias de SARS-CoV-2. Para la elaboracion de la curva se realizaron 5 ensayos, cada
uno por triplicado, con el fin de comprobar la reproducibilidad de la técnica. La curva

estandarizada tuvo un coeficiente de correlacion de 0.995 y una eficiencia de 99.6 %.

Standard Curve

Threshold Cycle

Figura. 10 Curva de calibracién por triplicado, con una Eficiencia del 99.6% y con un Coeficiente de determinacion
(R2) de 0.995 (un valor R?> 0,99 proporciona una buena confianza en la correlacién de los valores)

Los resultados de la carga viral se reportaron en la tabla 16 como copias/pL, asi como
en porcentaje de aumento o disminucion de esta entre las tomas segun fue el caso. El

limite de deteccion fue de 10 copias/pL.

Tabla 16. Resultados de la carga viral por medio de cuantificacion absoluta de los pacientes con COVID-19.

Dias de Dias de Porcentaje de
Pa(lzlig.nte ev'(illgcziién Resultado CV Toma 1 evgllgcéén Resultado CV Toma 2 diShE}Ilijnn:J?:?gﬁ ge la

Tomal Toma 2 carga viral
1 6 13,810,000 copias/pL 9 81,690,000 copias/pL Aumento del 83.09%
2 6 35,680,000 copias/pL 11 1,404,000 copias/uL Disminucion de 96.06%
3 4 65,520,000 copias/uL 10 1,107,000,000 copias/pL Aumento del 94.08%
4 15 27,630,000 copias/uL 18 2,521,000 copias/pL Disminucién de 90.87%
5 3 127,700 copias/pL 8 9409 copias/puL Disminucion de 92.63%
6 9 588,900 copias/pL 14 3112 copias/pL Disminucion de 99.47%
7 1 69,990,000 copias/pL 8 129,600 copias/pL Disminucién de 99.81%
8 9 31,970 copias/uL 13 1789 copias/puL Disminucién de 94.40%
9 4 76,430 copias/pL 8 2070 copias/pL Disminucion de 97.29%
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10 2 101,100 copias/pL 9 105,100 copias/pL Aumento de 3.95%

11 10 202,400 copias/pL 16 16,650 copias/pL Disminucion de 91.77%
12 5 99,620 copias/uL 10 207 copias/pL Disminucién de 99.79%
13 9 29,440 copias/pL 14 1,006 copias/pL Disminucién de 96.58%
14 3 781,800 copias/uL 9 187,400 copias/pL Disminucién de 76.02%
15 6 257,900 copias/pL 10 228.4 copias/uL Disminucion de 99.91%
16 5 95,050 copias/uL 17 419.8 copias/uL Disminucién de 99.55%
17 6 137,000 copias/pL 10 2118 copias/uL Disminucién de 98.45%
18 13 139,500 copias/pL 17 1883 copias/uL Disminucion de 98.65%
19 16 239,600 copias/pL 19 1,472,000 copias/pL Aumento del 83.72%

20 16 1037 copias/puL 22 3953 copias/pL Aumento del 73.76%

21 4 1,276,000 copias/uL 18 15,120 copias/uL Disminucion de 98.81%
22 4 114,900 copias/pL 11 >10 copias/pL Disminucién de 99.99%

FIS= Fecha de inicio de Sintomas CV=Carga Viral

En algunos estudios, como el caso de Silva, et al. (2021), se ha demostrado que la
carga viral en muestras de exudado nasofaringeo se correlaciona positivamente con
importantes factores inflamatorios observados en el SARS-CoV-2, incluidos el TNF-a,
IL-1 e IL-6, asi como diversos interferones y viremia plasmética, que también se ha

asociado con la gravedad de la enfermedad, con la linfopenia.

Para poder relacionar la carga viral con la expresion de las citocinas se evalud la
expresion de TNF-a, IL-1f e IL-6 en ambas tomas, para ello se realiz6 la normalizacion
con el gen GAPDH el cual, por medio del método comparativo de Ct, se determiné que
no se ve alterado en presencia de la enfermedad COVID-19 y se comparé con el grupo
control, se obtuvieron valores cercanos a la unidad en todos los grupos. Una vez
comprobado, se determiné la expresion de cada uno de los genes tanto en el grupo
control como en los grupos COVID-19 por medio del método comparativo de Ct, la

expresion relativa de cada grupo fue el promedio de la expresion de cada paciente.
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Expresion de citocinas en Grupo Control

Tabla 17. Expresion relativa del Gen IL-1B en el grupo de pacientes sanos (Control) por el método del 2-AACt.

Numero de
Control

43
44
46
47
48
49
52
53
54
55
56
57
58
59
61
62
63
64
65
66
PROMEDIO

IL-1 Ct
promedio

25.34
24.38
24.87
25.18
26.34
26.12
28.79
24.52
26.58
28.45
26.64
27.71
28.49
27.77
26.62
24.91
26.15
24.62
24.18
24.44

GAPDH Ct
promedio

21.59
21.06
22.03
215
22.82
22.68
23.08
21.23
21.43
23.27
2151
23.25
23.31
23.89
23.72
21.53
22.53
21.19
21.88
22.06

ACt

3.75
3.32
2.84
3.68
3.52
3.44
571
3.29
5.15
5.18
5.13
4.46
5.18
3.88
2.9
3.38
3.62
3.43
2.3
2.38
3.827

Promedio
ACt

3.827
3.827
3.827
3.827
3.827
3.827
3.827
3.827
3.827
3.827
3.827
3.827
3.827
3.827
3.827
3.827
3.827
3.827
3.827
3.827

AACt 2°-(AACH)
-0.077  1.054822317
-0.507  1.421092043
-0.987  1.982059127
-0.147  1.107264584
-0.307  1.237132479
-0.387  1.307671349
1.883  0.2711193522
-0.537  1.450952208
1.323  0.3997029152
1.353  0.3914771481
1.303  0.4052825599
0.633  0.6448341253
1.353  0.3914771481
0.053  0.9639298077
-0.927  1.901318202
-0.447  1.363202607
-0.207  1.154285418
-0.397  1.316766922
1527 2.881859498
-1.447  2.726405215

1.218632751

Expresion Relativa

1.187020541

Tabla 18. Expresion relativa del Gen TNF-a en el grupo de pacientes sanos (Control) por el método del 2-AACH.

Numero de Promedio GAPDH Ct

Control
43
44
46
47
49
52
53
54
55
56

Ct TNF
26.03
24.66
24.28
24.07
25.75
29.11
24.19
25.09
28.66
24.87

promedio
21.59
21.06
22.03
21.5
22.68
23.08
21.23
21.43
23.27
21.51

ACt

4.44
3.6
2.25
2.57
3.07
6.03
2.96
3.66
5.39
3.36

Promedio
ACt

3.383684211
3.383684211
3.383684211
3.383684211
3.383684211
3.383684211
3.383684211
3.383684211
3.383684211
3.383684211

94

AACt

1.056315789
0.2163157895
-1.133684211

-0.8136842105
-0.3136842105
2.646315789
-0.4236842105
0.2763157895
2.006315789

-0.02368421053

2-(AACt)

0.48085846
0.860760757
2.194183541

1.75769434
1.242877587

0.1597274541
1.341348587
0.8256969095
0.2489079492
1.016552137

Expresion
Relativa

1.261590642
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PROMEDIO

57
58
59
61
62
63
64
65
66

26.32
26.99
27.4
26.53
25.59
26
24.01
23.27
24.21

23.25
23.31
23.89
23.72
21.53
22.53
21.19
21.88
22.06

3.383684211

3.07
3.68
3.51
2.81
4.06
3.47
2.82
1.39
2.15

3.383684211
3.383684211
3.383684211
3.383684211
3.383684211
3.383684211
3.383684211
3.383684211
3.383684211

-0.3136842105
0.2963157895
0.1263157895
-0.5736842105
0.6763157895
0.08631578947
-0.5636842105
-1.993684211
-1.233684211

1.242877587

0.8143292962

0.916168084
1.488319443

0.6257612423
0.9419250747

1.47803887
3.982527187
2.351667691
1.261590642

Tabla 19. Expresion relativa del Gen IL-6 en el grupo de pacientes sanos (Control) por el método del 2-AACH.

Numero de

Control

43
44
46
47
48
49
52
53
54
55
56
57
58
59
61
62
63
64
65
66

Promedio

Promedio
CtIL-6

30.31
30.01
29.3
28.97
30.27
29.76
30.3
30.4
30.29
30.35
30.64
30.56
30.4
31.08
32.33
31.31
30.32
30.58
29.03
30.75

GAPDH Ct
promedio

21.59
21.06
22.03
215
22.82
22.68
23.08
21.23
21.43
23.27
21.51
23.25
23.31
23.89
23.72
21.53
22.53
21.19
21.88
22.06

2°-(AACH)

0.6372803137
0.5433674313
1.741101127
1.515716567
1.536875181
1.986184991
1.802500925
0.4665164958
0.578344092
1.986184991
0.4796320597
1.693490625
1.972465409
1.840375301
0.6877709091
0.3056600694
1.214194884
0.4005349388
1.892115293
0.6506709277
1.196549127

Expresion
Relativa

1.196549127

ACt PmAmcetdio AACt
8.72 8.07 0.65
8.95 8.07 0.88
7.27 8.07 038

7.47 8.07 0.6

7.45 8.07 -0.62
7.08 8.07 -0.99
7.22 8.07 -0.85
9.17 8.07 11

8.86 8.07 0.79
7.08 8.07 -0.99
9.13 8.07 1.06
7.31 8.07 -0.76
7.09 8.07 -0.98
7.19 8.07 -0.88
8.61 8.07 0.54
9.78 8.07 1.71
7.79 8.07 -0.28
9.39 8.07 1.32
7.15 8.07 -0.92
8.69 8.07 0.62
8.07

(o)



Mudd et al. (2021) en su estudio sobre la respuesta inmunolégica en COVID-19 y en
pacientes con influenza encontraron que, en contraste con las suposiciones
predominantes, muy pocos (7 de 168) pacientes con COVID-19 presentaban perfiles de
citocinas indicativos de sindrome de tormenta de citocinas, ademas que los pacientes
con COVID-19 exhibieron niveles de citocinas mas bajos que los pacientes con
influenza. Los valores de las citocinas que evaluaron se encontraban en un rango de
0.22-1.81, en particular la IL-1B con un valor de 0.77, el TNF-a con un valor de 0.74 y la
IL-6 con un valor de 1.81 que en comparacion con los valores encontrados en este
estudio son relativamente similares. Los resultados de la expresion de citocinas en

cada paciente se pueden observar en la tabla 20.

Tabla 20. Expresion relativa de las citocinas proinflamatorias de los grupos de pacientes con COVID-19 en la toma 1
y toma 2 por el método del 2-22%t (SE= Sin expresion)

No. Clasificacion ER ER ER ER ER ER
Paciente Final IL-1T1 IL-1 T2 IL-6 T1 IL-6 T2 TNF T1 TNF T2
1 CRITICO 0.17 0.58 SE SE 0.69 0.14
2 CRITICO 0.27 0.27 SE 0.2 0.19 0.07
3 CRITICO 2.73 0.09 0.45 221 2.08 11.72
4 CRITICO 0.05 1.55 SE 0.59 0.28 2.04
5 CRITICO 4.6 2.13 15 4.89 21.31 2.29
6 CRITICO 0.33 9.54 SE 0.69 0.43 2.38
7 CRITICO 3.23 3.35 3.82 1.76 1.35 1.76
8 Leve-Moderado 2.39 14 3.58 1.18 0.8 0.24
9 CRITICO 3.63 9.81 0.76 1.55 1 2.05
10 GRAVE 0.43 0.01 0.93 SE 1.18 0.14
11 CRITICO 1.32 3.08 0.61 0.38 4.37 2.38
12 Leve-Moderado 1.31 2.02 0.59 0.46 0.4 0.77
13 Leve-Moderado 0.76 0.6 0.28 0.29 2.75 10.35
14 GRAVE 0.1 0.08 SE SE 1.44 1.65
15 GRAVE 1.94 7.07 0.23 1.05 0.43 1.14
16 CRITICO 5.78 0.02 0.8 SE 0.22 0.07
17 GRAVE 1.24 2.01 2.73 0.97 0.43 0.58
18 GRAVE 0.7 5.86 0.89 4.97 2.81 2.23
19 GRAVE 1.42 0.91 5.28 0.14 0.74 0.79
20 GRAVE 7.52 17.17 1.81 1.66 1.78 24
21 GRAVE 1.18 0.74 0.19 0.83 0.83 1.44
22 Leve-Moderado 0.41 0.57 1.64 6.04 1.12 0.51
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La siguiente tabla muestra los resultados promedio tato de las citocinas
proinflamatorias como de la carga viral de cada grupo de estudio, como se puede
observar el Unico parametro variable es la carga viral ya que los valores encontrados
fueron muy heterogéneos en cada grupo y las citocinas se mantienen, en algunos

casos, en expresiones normales en comparacion con el control.

Tabla 21. Expresion de citocinas proinflamatorias (promedio de la expresién de cada paciente por grupo de
gravedad) y promedio de carga viral en los grupos con COVID-19

Toma Grupo IL-1 IL6 TNF Promedio CV
Leves 1.22 1.52 1.27 68,982 copias/puL
Tomal Graves 1.82 1.72 1.21 366,742 copias/uL
Criticos 2.21 1.32 3.19 21,372,048 copias/pL
Leves 1.15 1.99 2.97 753 copias/pL
Toma 2 Graves 4.23 1.6 1.3 223,475 copias/uL
Criticos 3.04 1.53 2.49 119,277,626 copias/pL

De acuerdo con Loépez et al. (2020) el SARS-CoV-2 induce el IFN tipo | tardiamente, lo
cual ocasiona pérdida de control viral en una fase temprana de la infeccion hasta 48
horas después de la infeccién, condicionando la aparicion de edema pulmonar, hipoxia
severa y la acumulacion de células inflamatorias en los pulmones; se ha observado
progresion a fibrosis de fase tardia del SDRA, respuestas de inflamacién sistémica y
falla organica multiple. De acuerdo con la progresion del SDRA, los blancos principales
de la infeccibn por SARS-CoV-2 son las células ciliadas del epitelio de las vias
respiratorias y los neumocitos alveolares de tipo Il. El SDRA también esta asociado con
la induccion de citocinas inflamatorias, incluidas IL-1, IL-6 y TNFa, muchas de las
cuales se expresan altamente en los pulmones de pacientes con SARS. Las citocinas
proinflamatorias IL-1B, IL-6 y TNF-a son responsables de las respuestas tempranas y
amplifican las reacciones inflamatorias (Labclinics, 2020) y algunos investigadores
como Parra et al. (2020) se han reportado elevaciones en la expresion de estas, sin
embargo, al realizar la relacion de cada una de las citocinas entre la toma 1y la toma 2
y se determin6 que no hay una diferencia significativa entre tomas como se observa en
las siguientes graficas. Esto puede deberse a que en la mayoria de los estudios se

evaluaron dichas citocinas en muestras de suero o plasma y en este trabajo se ocupo
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la capa blanca de la sangre periférica de los pacientes, ya que como se sabe las
células como granulocitos y monocitos y linfocitos son los principales productores de

estas citocinas.
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Gréfico 14. Expresion relativa del gen IL-13 en la toma 1 vs la toma 2 en los grupos de pacientes con COVID-19 con
diferentes grados de gravedad y en el grupo de pacientes sanos (control). No hubo diferencia significativa de la
expresion entre la T1 y la T2 (p=0.28).
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Grafico 15. Expresion relativa del gen IL-6 en la toma 1 vs la toma 2 en los grupos de pacientes con COVID-19 con
diferentes grados de gravedad y en el grupo de pacientes sanos (control). No hubo diferencia significativa de la
expresion entre la T1y la T2 (p=0.38).
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Expresion de TNF-a
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Gréfico 16. Expresion relativa del gen TNF-a en la toma 1 vs la toma 2 en los grupos de pacientes con COVID-19
con diferentes grados de gravedad y en el grupo de pacientes sanos (control). No hubo diferencia significativa de la
expresion entre la T1 y la T2 (p=0.65).

Para poder realizar la asociacién entre la carga viral y la expresion de las citocinas se

evaluaron las caracteristicas de cada grupo dependiendo de la gravedad de la

enfermedad. En la tabla siguiente se encuentran los resultados de carga viral y

expresion de citocinas de cada paciente en ambas tomas y que seran analizados mas

adelante.

Tabla 22. Resultados de carga viral y expresion de citocinas proinflamatorias de cada paciente tanto de la toma 1
como de la toma 2.

No. Clasificacion Resultado CV Resultado CV ER ER IL- ER ER ER ER
Muestra Final Tomal Toma 2 IL-1 172 IL-6 IL-6 TNF TNF
T1 T1 T2 T1 T2
1 Critico 13,810,000 81,690,000 0.17 0.58 SE SE 0.69 0.14
copias/pL copias/pL
2 Critico 35,680,000 1,404,000 0.27 0.27 SE 0.2 0.19 0.07
copias/pL copias/pL
3 Critico 65,520,000 1,107,000,000 2.73 0.09 045 221 2.08 11.72
copias/pL copias/uL
4 Critico 27,630,000 2,521,000 0.05 1.55 SE 0.59 0.28 2.04
copias/pL copias/pL
5 Critico 127,700 9409 copias/pL 4.6 2.13 15 489 2131 2.29
copias/pL
6 Critico 588,900 3112 copias/uL ~ 0.33 9.54 SE 0.69 0.43 2.38
copias/pL
7 Critico 69,990,000 129,600 3.23 3.35 3.82 1.76 1.35 1.76
copias/uL copias/uL
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8 Leve- 31,970 1789 copias/pL 2.39 1.4 3.58 1.18 0.8 0.24

Moderado copias/pL
9 Critico 76,430 2070 copias/uL ~ 3.63 9.81 0.76 1.55 1 2.05
copias/pL
10 Grave 101,100 105,100 0.43 0.01 0.93 SE 1.18 0.14
copias/pL copias/uL
11 Critico 202,400 16,650 1.32 3.08 0.61 0.38 4.37 2.38
copias/pL copias/pL
12 Leve- 99,620 207 copias/pL 131 2.02 0.59 0.46 0.4 0.77
Moderado copias/pL
13 Leve- 29,440 1,006 copias/uL ~ 0.76 0.6 0.28 0.29 2.75 10.35
Moderado copias/pL
14 Grave 781,800 187,400 0.1 0.08 SE SE 1.44 1.65
copias/pL copias/uL
15 Grave 257,900 228.4 copias/pL ~ 1.94 7.07 0.23 1.05 0.43 1.14
copias/pL
16 Critico 95,050 419.8 copias/uL  5.78 0.02 0.8 SE 0.22 0.07
copias/pL
17 Grave 137,000 2118 copias/uL 1.24 2.01 2.73 0.97 0.43 0.58
copias/pL
18 Grave 139,500 1883 copias/pL 0.7 5.86 0.89 497 2.81 2.23
copias/pL
19 Grave 239,600 1,472,000 1.42 0.91 528 0.14 0.74 0.79
copias/pL copias/pL
20 Grave 1037 copias/pL 3953 copias/uL 7.52 17.17 1.81 1.66 1.78 2.4
21 Grave 1,276,000 15,120 1.18 0.74 0.19 0.83 0.83 1.44
copias/pL copias/pL
22 Leve- 114,900 >10 copias/pL 0.41 0.57 164 6.04 1.12 0.51
Moderado copias/uL
CV= Carga Viral ER= Expresidn Relativa T1l=Tomal T2=Toma 2 SE=Sin Expresion

GRUPO COVID-19 LEVE-MODERADO

De acuerdo con las fases de la enfermedad COVID-19 propuestas por De Francisco et
al. (2020) y a lo reportado por el Centro de Coordinacion de Alertas y Emergencias
Sanitarias (2020) la carga viral y la presencia de citocinas pro infamatorias esta
relacionado Unicamente dependiendo de la fase en la que se encuentre el paciente. En
la fase 1, que ocurre del dia 1 al dia 6-8 después del inicio de los sintomas, existe una
gran carga viral en las secreciones rinofaringeas. En pacientes con la enfermedad leve
o0 moderada, la carga viral alcanza su punto maximo en la primera semana de
infeccion, luego disminuye gradualmente después del dia 5-7 (figura 5.), mientras que
la respuesta de anticuerpos aumenta gradualmente y a menudo es detectable el dia 14,
es decir, la respuesta inmune inicial del huésped es capaz de controlar la infeccion
(Cevik, et al., 2020), es asi que, en este periodo la infeccion generalmente se presenta
con sintomas respiratorios y sistémicos leves, teniendo un buen prondstico y una

recuperacion relativamente rapida y sin necesidad de cuidados intensivos. En el caso
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particular de los pacientes con COVID-19 leve-moderado de este estudio, la carga viral
disminuyo en los 4 casos evaluados; el promedio de la carga viral en la primera toma
fue de 68,982.50 copias/pL y en la segunda toma el promedio fue de 753 copias/uL, es
decir, hubo una disminucién significativa (p=0.02) de la carga viral, por lo tanto,

coincide con lo mencionado al inicio.

Comportamiento de la carga viral en COVD-19 Leve-moderado
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Grafico 17. Comportamiento de la Carga viral en pacientes con COVID-19 Leve-moderado. El promedio de la carga
viral en la primera toma fue de 68,982.50 copias/pL y para la segunda toma el promedio fue de 753 copias/pL, hubo
una disminucidn significativa (p=0.02) de la carga viral.

En promedio la primera toma se realiz6 (en este grupo) a los 6 (+2) dias después del
inicio de los sintomas, en este momento, de acuerdo a lo reportado por el Centro de
Coordinacion de Alertas y Emergencias Sanitarias (2020), la carga viral es alta y
deberia disminuir los dias siguientes; la toma 2 se realiz6 en promedio 12 (+2) dias
después del inicio de los sintomas y el comportamiento de la carga viral, como se
observa en el grafico 12, fue una disminucién importante, lo que concuerda con lo que
se ha reportado, es decir, que para el dia 12 en adelante, las personas que padecen la
enfermedad leve-moderada, tienen una carga viral muy baja en comparacion al inicio

de la infeccion y eventualmente sera indetectable.

En cuanto a la expresion de las citocinas proinflamatorias del grupo con COVID-19
leve-moderado, esta se determind de acuerdo con el promedio de la expresion de cada

paciente que se obtuvo por medio del método comparativo de 222Ct |os valores
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cercanos a la unidad indican que la expresion del gen es normal (Livak et al., 2001) y
gue no se ven alterados. La expresion de la IL-1B en la toma 1 fue de 1.22 y en la toma
2 de 1.15, la expresion del grupo control fue de 1.18. La expresion de la IL-6 en la toma
1 fue de 1.52 y en la toma 2 de 1.99, la expresion del grupo control fue de 1.19. En
cuanto a la expresion del TNF-a en la toma 1 fue de 1.27 y en la toma 2 de 2.97, la
expresion del grupo control fue de 1.26, aparentemente el TNF-a esta sobre expresado
1.71 veces (si se toma en cuenta el valor basal), sin embargo, al realizar el analisis por
medio de la Prueba t de las citocinas proinflamatorias en el grupo leve-moderado, la
expresion no tuvo una diferencia significativa (p=0.26) entre la toma 1 y la toma 2. Por
lo tanto, se puede decir que las citocinas proinflamatorias no estan sobre expresadas
en el grupo de pacientes con COVID-19 leve-moderado. Después de que inician los
sintomas, aproximadamente entre los 7 y 14 dias empieza un aumento significativo de
citocinas y mediadores inflamatorios que se conoce como “tormenta de citoquinas”, que
como se ha visto, se caracteriza por niveles muy incrementados de interleucinas
(principalmente IL-1B, IL-6, IL-2, IL-7, factor estimulante de colonias de granulocitos,
interferon-y 10 y TNF-a) (Espinoza, et.al. 2020), el comportamiento observado no fue
un aumento de la expresion de estas citocinas como se reportd, esto se debe a que en
los pacientes con COVID-19 leve o moderado la enfermedad se va resolviendo gracias
al buen funcionamiento del sistema inmunoldgico, que contribuye ademéas con la
disminucion de la carga viral y en este caso, la expresion de citocinas “normal” acorde
al grado de la enfermedad. No se han reportado valores elevados de citocinas

proinflamatorias en pacientes con el curso de la enfermedad leve.

GRUPO COVID-19 GRAVE

En la siguiente fase de la enfermedad COVID-19 (fase 2) existe ya una afectacion
pulmonar y ocurre entre los dias 7-10 después del inicio de los sintomas generalmente
los pacientes desarrollan una neumonia viral, con tos, fiebre y posiblemente hipoxia, los
analisis de sangre revelan un aumento de la linfopenia, junto a una elevacion leve de
marcadores de inflamacion sistémica por lo que es necesaria la hospitalizacién para
una observacién y tratamiento mas cercano (De Francisco et al., 2020). De acuerdo a

lo reportado por el Centro de Coordinacion de Alertas y Emergencias Sanitarias (2020)
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la carga viral de puede continuar siendo alta durante esta fase y disminuir después del
dia 11-14 (figura 5.) conforme se va “resolviendo” la enfermedad. Es aqui donde,
dependiendo de las condiciones en las que se encuentre el paciente, la evolucion sera
favorable o avanzara a la siguiente fase. Se puede considerar a los pacientes del grupo
grave de este estudio en esta fase. El comportamiento de la carga viral fue variado en
cada uno de los pacientes ya que se observd casos de disminucidon y casos de
aumento de la carga viral entre la toma 1 y la toma 2. En promedio la primera toma se
realizod (en este grupo) a los 8 (x5) dias después del inicio de los sintomas, en este
momento y de acuerdo a lo reportado por el Centro de Coordinacion de Alertas y
Emergencias Sanitarias (2020), la carga viral es alta y deberia permanecer constante
los dias siguientes hasta cerca del dia 12 donde se observaria una disminucion; la
toma 2 se realizé en promedio 14 (+5) dias después del inicio de los sintomas y el
comportamiento de la carga viral, como se observa en el grafico 13, fue una
disminucién, lo que concuerda con lo que se ha reportado, es decir, que para el dia 12
en adelante la carga viral deberia disminuir. EI promedio de la carga viral en la primera
toma fue de 366,742.13 copias/uL y para la segunda toma el promedio fue de
223,475.30 copias/yL, hubo una ligera disminuciéon de la carga viral pero no fue
significativa (p=0.55), esto nos dice que la carga viral efectivamente disminuye, pero

sigue permaneciendo alta en la toma 2 en comparacién al grupo leve-moderado.

Comportamiento de la Carga Viral en COVID-19 Grave
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Grafico 18. Comportamiento de la Carga viral en pacientes con COVID-19 Grave. El promedio de la carga viral en la
primera toma fue de 366,742.13 copias/pL y para la segunda toma el promedio fue de 223,475.30 copias/pL, hubo
una ligera disminucion de la carga viral pero no fue significativa (p=0.55)
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Se observaron 3 casos particulares de pacientes en los que el comportamiento de la
carga viral fue en aumento. Uno de estos pacientes tuvo una carga viral de 101,100
copias/pL en la toma 1 (en muestra de exudado nasofaringeo) y para la segunda toma
la carga viral aumento hasta 105,100 (en muestra de expectoracion), las
comorbilidades reportadas eran diabetes e hipertension, los dos pacientes mas en los
gue se observo un aumento de la carga viral no tenian comorbilidades conocidas y el

aumento de la carga viral fue de 83.72% y 73.76% respectivamente.

Respecto a la expresion de las citocinas proinflamatorias, al igual que en el grupo leve-
moderado, al realizar el analisis por medio de la Prueba t de las citocinas
proinflamatorias, la expresién no tuvo una diferencia significativa (p=0.4) entre la toma
1lylatoma 2. Laexpresion de lalL-1B en latoma 1 fue de 1.82 y en la toma 2 de 4.23,
la expresion del grupo control fue de 1.18. La expresion de la IL-6 en la toma 1 fue de
1.72 y en la toma 2 de 1.6, la expresion del grupo control fue de 1.19. En cuanto a la
expresion del TNF-a en la toma 1 fue de 1.21 y en la toma 2 de 1.3, la expresién del
grupo control fue de 1.26, se puede observar que aparentemente la IL-1 B esta sobre
expresado 3.05 veces (si se toma en cuenta el valor basal), sin embargo, como ya se
menciond, la diferencia no es significativa. En los casos particulares donde se observo
un aumento en la carga viral, Unicamente uno de los pacientes tuvo una expresion mas
elevada de la IL-1[ tanto en la Toma 1 (7.52 veces) como en la Toma 2 (17.17 veces).
Por lo tanto, se puede decir que el sindrome de tormenta de citocinas tampoco se
observé en el grupo grave, ya que la elevacibn de una sola citocina no es
predisposicién para padecer una tormenta de citocinas. Se sabe que la IL-1 junto con
el TNF- a son los encargados de iniciar la cascada de citocinas (Castrillon, et al. 2007)
y la IL-1 a su vez de aumentar la expresion de la IL-6 (Jiang, et al., 2006) por lo que es
indispensable que las 3 citocinas estén elevadas para considerar que el paciente esta

cursando por el sindrome de tormenta de citocinas.
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GRUPO COVID-19 CRITICO

La ultima fase de la enfermedad COVID-19 es la fase 3, en la cual existe inflamacion
sistémica extrapulmonar, es la etapa mas grave de la enfermedad, que se manifiesta
como un sindrome de hiperinflamacion sistémica extrapulmonar (De Francisco et al.,
2020). Se ha reportado que solo un bajo porcentaje (5% de acuerdo con la OMS, 2021)
de pacientes evolucionara de manera mas critica pasando a esta la tercera fase, la que
se caracteriza por la elevacion de los marcadores como la IL-1B, IL-2, IL-6, IL-7, el
factor de necrosis tumoral-alfa (TNF-a), la PCR, la ferritina y el dimero-D, entre otros
(De Francisco et al., 2020). Durante esa fase y de acuerdo con el Centro de
Coordinacion de Alertas y Emergencias Sanitarias (2020) la carga viral puede continuar
siendo alta hasta después del dia 20 (figura 5) siendo hasta 60 veces mayor que las
gue tienen un curso mas leve (Liu, 2020). Esta es una etapa critica ya que se puede
presentar desde un sindrome hemofagocitico, shock, vasoplejia, insuficiencia
respiratoria hasta una falla multiorganica con afectacion sistémica, incluida miocarditis,

por lo que, en general, el prondstico es grave y la recuperacion es mas dificil.

El grupo critico de este estudio pertenece a esta fase de la enfermedad COVID-19. El
comportamiento de la carga viral al igual que en el grupo grave, fue variado en cada
uno de los pacientes: se observé casos de disminucién y casos de aumento de la carga
viral entre la toma 1 y la toma 2. En promedio la primera toma se realiz6 (en este
grupo) a los 6 (x4) dias después del inicio de los sintomas, en este momento y de
acuerdo a lo reportado por el Centro de Coordinacion de Alertas y Emergencias
Sanitarias (2020), la carga viral es alta y deberia permanecer constante los dias
siguientes sin disminucion; la toma 2 se realiz6 en promedio 11 (+4) dias después del
inicio de los sintomas y el comportamiento de la carga viral, como se observa en el
grafico 15, fue un aumento, lo que concuerda con lo que se ha reportado, es decir, que
para el dia 11 en adelante la carga viral en los pacientes con COVID-19 grave es
constante y no disminuye considerablemente como en los pacientes leve-moderado o
los graves. Cabe destacar que la evolucion de estos pacientes fue en promedio de 18
(x6) dias desde el inicio de los sintomas hasta la defuncién. ElI promedio de la carga

viral en la primera toma fue de 21,372,048 copias/pL y para la segunda toma el
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promedio fue de 119,277,626 copias/pL, como ya se menciond, hubo un aumento en la
carga viral, sin embargo, no fue significativo (p=0.38).

Comportamiento de la Carga Viral en COVID-19 Critico

Numero de copias/uL

125000000

100000000

75000000

50000000

25000000

4
21,372,048
7

&
Promedio de CV en T1

119,277,626

Promedio de CV en T2

Gréfico 19. Comportamiento de la Carga viral en pacientes con COVID-19 Critico. El promedio de la carga viral en la
primera toma fue de 21,372,048 copias/pL y para la segunda toma el promedio fue de 119,277,626 copias/uL, no
hubo disminucién de la carga viral, hubo un aumento en la carga viral, sin embargo, no fue significativo (p=0.38).

Solo en dos pacientes de este grupo se observd un aumento de la carga viral, uno en
particular tuvo una carga viral en la primera toma (en muestra de exudado
nasofaringeo) de 65,520,000 copias/uL y para la segunda toma (en muestra de
expectoracion) aumento hasta 1,107,000,000 copias/uL, la expectoracién es un liquido
espeso producido en los pulmones y en las vias respiratorias que llegan a los pulmones
(Husney et al., 2020), es decir, del 6rgano blanco del virus SARS-CoV- 2, por lo que es
mas probable encontrar una gran cantidad de virus en una muestra de esputo que en
un exudado nasofaringeo. El otro paciente tuvo un aumento del 83.09% en la carga
viral de la toma 1 a la toma 2. Ambos pacientes padecian diabetes. El resto de los
pacientes de este grupo presentaron una disminucién en la carga viral. Estos valores
difieren en lo reportado por el Centro de Coordinaciéon de Alertas y Emergencias
Sanitarias (2020), ya que la carga viral no se mantuvo constante en todos los
pacientes, sin embargo, si se mantuvo mas alta en comparacién con el grupo leve-
moderado. Silva, et al. (2020) sugieren que la forma proinflamatoria observada en

COVID-19 grave puede estar impulsada por cargas virales mas altas. Ademas, revelan
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un modelo inmunoldgico asociado con cargas virales mas bajas, menor gravedad y
mortalidad. En su estudio los pacientes que sobrevivieron mostraron una disminucién
constante y significativa de la carga viral con el tiempo, mientras que aquellos con
enfermedad fatal no pudieron controlar la carga viral de saliva y/o exudado

nasofaringeo, esto fue similar a lo que se encontr6 en los pacientes de este estudio.

En relacion con a la expresion de las citocinas proinflamatorias, al realizar el analisis
por medio de la Prueba t de las citocinas proinflamatorias, la expresion no tuvo una
diferencia significativa (p=0.8) entre la toma 1 y la toma 2. La expresion de la IL-1pB en
la toma 1 fue de 2.21 y en la toma 2 de 3.04, la expresion del grupo control fue de 1.18.
La expresion de la IL-6 en la toma 1 fue de 1.32 y en la toma 2 de 1.53, la expresion del
grupo control fue de 1.19. La expresion del TNF-a en la toma 1 fue de 3.19 y en la toma
2 de 2.49, la expresion del grupo control fue de 1.26, se puede observar que
aparentemente la IL-13 esta sobre expresado 1.86 veces (si se toma en cuenta el valor
basal) asi como el TNF-a que estaria sobre expresado 1.93 veces si se toma en cuenta

el valor basal, sin embargo, como ya se menciond, la diferencia no es significativa.

En los casos especiales donde la carga viral aumento Unicamente en un paciente se
observo una alteracion en los valores de expresion del gen TNF-a hay que en la toma 1
el valor fue de 2.08 y en la toma 2 fue de 11.72, sin embargo, los valores de las otras
citocinas fueron “normales”. Los niveles de expresion de citocinas informados en
estudios de pacientes con COVID-19, aunque aumentaron en individuos con
enfermedades graves, estan elevados solo marginalmente, menos del doble por
encima de los observados en sujetos no criticamente enfermos (Mudd et al., 2020), por
lo que se puede decir que en el grupo de pacientes criticos tampoco se presenté un
evento de tormenta de citocinas, es probable que los pacientes hayan fallecido debido
a otras complicaciones que también se han observado como trombosis, paros cardio-
respiratorios, infecciones bacterianas, etc. Es destacable que una de las probables
razones por las que no se observd una sobre expresion de las citocinas es debido al

manejo y tratamiento oportuno dado por los médicos.
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Al comprar los valores de la expresion de los genes estudiados de los grupos de
estudio con COVID-19 por cada toma, por medio de la prueba t ,ninguno de los genes
tuvo una diferencia significativa ni al realizar la comparacion con los valores de
expresion del grupo control ya que los valores de expresion de las citocinas en el grupo
control fue muy similar, en la mayoria de los casos, a los valores de expresion de los
grupos de estudio con COVID-19 como se puede observar en el grafico 20, y al
realizar el analisis ANOVA de todos los valores de expresion de los genes estudiados
tampoco se observo una diferencia significativa entre los valores de la toma 1 y la toma
2 (p= 0.22), sin embargo al comparar los valores de los genes estudiados en los grupos
de estudio con los valores de expresion normal del grupo control si se observan mas
elevados en la toma 2, sin embargo, al ser pacientes sanos (grupo control) no se
puede realizar una comparacién real de la evolucion de la expresion de las citocinas a
lo largo de la enfermedad, por lo que se pueden tomar como valores normales y no
como valores comparativos directos. Ademas, no hay una elevacion significativa de las
3 citocinas en los pacientes con COVID-19 en ninguno de los grupos de estudio, y los
casos en los que se eleva son aislados y no se observa una elevacién en todas las
citocinas sino solo en una por lo que se puede decir que en los pacientes estudiados no
se presentd el fenbmeno de tormenta de citocinas como algunos investigadores han

reportado.

Es necesario continuar con las investigaciones sobre la enfermedad COVID-19 para
entender mejor la patogenia que, hasta el momento, como se ha observado, es una
enfermedad con un espectro de signos y sintomas muy heterogéneo, lo que hace mas
complicado dar datos generales sobre esta, ya que se ha visto que actia de manera
muy diferente en cada paciente y su gravedad depende de muchos factores y no

Unicamente de la carga viral u otros parametros como la expresion de ciertas citocinas.
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Expresion Relativa de Citocinas Pro-inflamatorias en COVID-19
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Grafico 20. Expresion relativa de las citocinas proinflamatorias en cada uno de los grupos de estudio incluido en
control. Al realizar el analisis de varianza los resultados no tuvieron una diferencia significativa entre latoma 1y la

toma dos (p=0.22) de ninguno de los genes.
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X. CONCLUSIONES

Es cierto que se ha reportado que la tormenta de citocinas es una de las causas de
muerte en los pacientes con COVID-19 critico, sin embargo no es una causa comun en
todos los pacientes ya que en este estudio no se observo la sobre expresion de las
citocinas proinflamatorias (encargadas de comenzar la cascada de citocinas) tal como
lo que se habia reportado en otros estudios; de igual manera tampoco se observo una
asociacion de la carga viral con la gravedad de la enfermedad, en la mayoria de los
casos hubo una disminucion importante de la carga viral y los casos en los que se
mantuvo constante fueron minimos. Por lo tanto, la gravedad de la enfermedad no se
relaciona con la carga viral alta ni con la expresion de las citocinas proinflamatorias,
sino que, depende de muchos factores que juntos pueden desencadenar un desenlace
fatal, es decir, es consecuencia de la suma de muchos elementos como las
complicaciones adquiridas por el tiempo de hospitalizacion, la presencia de
comorbilidades preexistentes, la edad, en los casos mas criticos el uso de ventilador
mecanico, etc. Es necesario aumentar el nimero de pacientes para futuros estudios,
ya que el tamafio de la muestra de este reporte no es representativo de todos los casos
gue se han presentado a lo largo de la pandemia, los datos encontrados fueron
exclusivos de los pacientes de este estudio, por lo que pueden no ser los mismos que

otras poblaciones estudiadas.
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ANEXO 1

CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA LINEAS DE INVESTIGACION

No. HJM 001/20-1
Titulo de la Linea de Investigacion:

Asociacion del perfil de expresion de citocinas inflamatorias y carga
viral de SARS-CoV-2 en pacientes con el desarrollo de la enfermedad.

Teléfono de emergencia: 55 5401 3369

Direccion: Av. Instituto Politécnico Nacional No. 5160, Col. Magdalena de las Salinas, Acld. Gustavo A.
Madero C.P. 07760

Sede donde se realizara el estudio: HOSPITAL JUAREZ DE MEXICO

Nombre del paciente:

Marque con una X la opcién que corresponda:
() Sujeto NO competente.

A su paciente se le esta invitando a participar en este estudio de investigacién médica. Antes de
decidir si participa o no, debe conocer y comprender cada uno de los siguientes apartados. Este
proceso se conoce como consentimiento informado. Siéntase con absoluta libertad para preguntar
sobre cualquier aspecto que le ayude a aclarar sus dudas al respecto.

() Sujeto competente.

A usted se le esta invitando a participar en este estudio de investigacién médica. Antes de decidir si
participa o no, debe conocer y comprender cada uno de los siguientes apartados. Este proceso se
conoce como consentimiento informado. Siéntase con absoluta libertad para preguntar sobre
cualquier aspecto que le ayude a aclarar sus dudas al respecto

1. JUSTIFICACION DEL ESTUDIO.

Debido a la alta variabilidad de cada individuo al progreso de la enfermedad por COVID-19 (moderados y
graves), la evaluacién de los riesgos como lo son la respuesta inflamatoria sistémica y carga viral,
permitira establecer estrategias de manejo del paciente con COVID-19. Se ha reportado que la
presentacion grave de la enfermedad esta asociada en algunos casos por el desarrollo de una respuesta
inflamatoria sistémica caracterizada por la liberacion incontrolada de citocinas inflamatorias originando
una tormenta de citocinas relacionada a un mayor deterioro de paciente y mortalidad. La comprension de
los cambios en la respuesta inmune de los pacientes con SARS-CoV-2 mediante la caracterizacion de la
expresion anormal de citocinas y la carga viral en las diferentes fases de la enfermedad (moderada y
grave), permitird tener un conocimiento mas amplio de la misma, y por lo tanto proponer posibles
estrategias de intervencion dirigida al paciente con COVID-19. Adicionalmente, los resultados que
deriven de este estudio podrian servir para futuras investigaciones que tengan por objetivo comprender
la fisiopatologia molecular del COVID-19, a fin de garantizar un tratamiento adecuado en los pacientes.
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2. OBJETIVO DEL ESTUDIO.

A usted se le esta invitando a participar en un estudio de investigacion que tiene como objetivo evaluar la
asociaciéon del perfil de expresiéon de citocinas inflamatorias y carga viral de SARS-CoV-2 con la
presentacion de la enfermedad moderada y grave de COVID-19.

3. BENEFICIOS DEL ESTUDIO.

En este estudio no existir4 un beneficio directo para usted como paciente, sin embargo, permitira que en
un futuro otros pacientes puedan beneficiarse de los resultados obtenidos, pues el personal médico
podria establecer estrategias en el tratamiento y pronoéstico de la enfermedad. Asimismo, los resultados
que deriven del mismo, podrian servir para futuras investigaciones que tengan por objetivo comprender
la fisiopatologia del COVID-19.

4. PROCEDIMIENTOS DEL ESTUDIO.

En caso de aceptar participar en el estudio, se le realizaran algunas preguntas sobre usted, sus
antecedentes meédicos, asi como también se le realizard una puncion venosa en el brazo para la
obtencidn de sangre periférica. Esta serd procesada y analizada por los investigadores en el Laboratorio
de Genética y Diagndstico Molecular del Hospital Juarez de México

Se le advierte sobre la posibilidad de descubrimientos inesperados en el proceso de andlisis de la
muestra, no relacionados con la patologia de diagndéstico, y respecto a los mismos manifiesta:

|:| Quiero conocerlos |:| No quiero conocerlos |:| Delego en el médico esa decision

Al término de la investigacion, se contara con su muestra de sangre periférica; desea que esa muestra:

[ ] Se destruya [ ] Se almacene para futuras investigaciones

En caso de desear que su muestra se almacene para futuras investigaciones, usted podra ser
contactado con posterioridad. Usted tiene derecho a revocar este consentimiento en cualquier momento,
y a decidir también la destruccién de su muestra.

5. RIESGOS ASOCIADOS CON EL ESTUDIO.

De acuerdo con el articulo 17 del Reglamento de la Ley General de Salud en Materia de Investigacion
para la Salud, esta investigacion es considerada como:

[ ]Sin Riesgo Riesgo Minimo [ ] Riesgo Mayor al minimo

Este proyecto se clasifica como riesgo minimo debido a que se realizara la toma de muestra de sangre
periférica a través de una Unica puncién venosa al inicio del proyecto.

Unicamente se le tomaran 3 ml de sangre (1 cucharada pequefia) misma que tiene riesgo de producir un
pequefio moretdn y debe ser tratado colocando un hielo envuelto en un pedazo de tela por 3 minutos
cederd la molestia. En caso de persistir la molestia, usted puede acudir con su médico tratante dentro del
hospital y sin costo para usted.

Este estudio consta de varias etapas, pero su participacion como donante de la muestra de sangre
periférica solo serd en la primera. Es posible que debido a la puncién, usted llegue a manifestar un
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pequefio moretén en la zona donde se introdujo la aguja, lo cual es normal y no conlleva ningun peligro
para su salud

6. PROTECCION DE DATOS PERSONALES.
a) Normatividad.

El tratamiento de sus datos personales de identificacion y datos personales sensibles, se realiza con
fundamento en lo establecido en el articulo 1, 2 fraccion V y VI, 3, 8, 16, 17, 18, fraccion VIl del 22, 26,
27 y demas relativos de la Ley General de Proteccion de Datos Personales en Posesion de Sujetos
Obligados; 1 del Decreto por el que se crea el Hospital Juarez de México, como un Organismo
Descentralizado de la Administracion Publica Federal, publicado en el Diario Oficial de la Federacion, el
26 de enero de 2006; 1, 2 fraccion | y 3 fraccion |, 11, Il del Estatuto Organico del Hospital Juarez de
México, publicado en el Diario Oficial de la Federacion 17 de octubre de 2016.

b) Descripcion de los Datos Personales que se solicitaran.

* Datos Personales de Identificacién: Nombre del paciente y nimero de expediente
* Datos Personales sensibles: No se requieren datos de este tipo

c) Tratamiento.

El tratamiento y resguardo de sus datos personales sera llevado a cabo por los Investigadores
Participantes en esta investigacion (enlistados al inicio del presente documento). Los datos personales
seran tratados estadisticamente sin que se vulnere su identidad mediante el proceso de disociacion. (Si
tiene duda, pregunte al Investigador Principal en qué consiste el proceso de disociacion)

d) Transferencias.
Marqgue con una X la opcién que corresponda:

( X') Sus datos personales y/o resultados que arroje el estudio, NO seran transferidos a ninguna persona
fisica 0 moral.

() Sus datos personales y/o resultados del estudio podran ser transferidos
e) Aviso de Privacidad simplificado:

El Investigador principal del Protocolo/Tesis de Investigacion es el responsable del tratamiento de los
datos personales y datos personales sensibles que usted proporcione con motivo de la participacion en
un Protocolo/Tesis de Investigacion, mismos que serdn tratados estadisticamente en materia de salud
sin que se vulnere su identidad mediante el proceso de disociacién, para proteger la identificacion de los
mismos, de conformidad con los articulos 1, 2, 3, 8, 16, 17, 18, fraccion VII del 22, 26, 27 y demas
relativos de la Ley General de Proteccion de Datos Personales en Posesién de Sujetos Obligados,
mismo que podra consultar en el Portal Institucional:

http://www.hospitaljuarez.salud.gob.mx

7. ACLARACIONES.

Su decisidn de participar en el estudio es completamente voluntaria.
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No habra ninguna consecuencia desfavorable para usted, en caso de no aceptar la invitacion. Si decide
participar en el estudio puede retirarse en el momento que lo desee, aln cuando el investigador
responsable no se lo solicite, pudiendo informar o no, las razones de su decisién, la cual sera respetada
en su integridad.

No tendra que hacer gasto alguno durante el estudio.
No recibira pago por su participacion.

En el transcurso del estudio usted podra solicitar informacion actualizada sobre el mismo, a los
investigadores participantes.

La informacion obtenida en este estudio, utilizada para la identificacion de cada paciente, sera mantenida
con estricta confidencialidad por el grupo de investigadores participantes.

Usted también tiene acceso a los Comités de Investigacion y Etica en Investigacion del Hospital Juarez
de México a través del Dr. José Moreno Rodriguez, Director de Investigacion y Ensefianza o la Dra. en
C. Nayeli Goreti Nieto Velazquez, Presidente del Comité de Etica en Investigacion. En el edificio de
Investigacion del Hospital Juarez de México.

Si considera que no hay dudas ni preguntas acerca de su participacion o la de su paciente, puede, si asi
lo desea, firmar la Carta de Consentimiento Informado.

Marque con una X la opcién que corresponda:
( ) Sujeto NO competente.

Yo, , responsable directo del paciente, de
afos de edad, manifiesto que otorgo de manera voluntaria mi permiso para que se le incluya
como sujeto de estudio en la linea de investigacion médica.

( ) Sujeto competente.

Yo, , he leido y comprendido Ia
informaciéon anterior y mis preguntas han sido respondidas de manera satisfactoria. He sido
informado y entiendo que los datos obtenidos en el estudio pueden ser publicados o difundidos con
fines cientificos. Convengo en participar en este estudio de investigacion. Recibiré una copia
firmada y fechada de esta forma de consentimiento.

Firma Fecha
**Esta parte debe ser completada por el Investigador (o su representante):

He explicado al Sr(a). la
naturaleza y los propdsitos de la investigacion; le he explicado acerca de los riesgos y beneficios que
implica su participacion. He contestado a las preguntas en la medida de lo posible y he preguntado si
tiene alguna duda. Acepto que he leido y conozco la normatividad correspondiente para realizar
investigacion con seres humanos y me apego a ella.
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Una vez concluida la sesion de preguntas y respuestas, se procedio a firmar el presente documento.

Nombre y Firma del Investigador Fecha
8. CARTA DE REVOCACION DEL CONSENTIMIENTO.

Titulo de la Linea de Investigacion:

Asociacion del perfil de expresién de citocinas inflamatorias y carga
viral de SARS-CoV-2 en pacientes con el desarrollo de la enfermedad.

Sede donde se realizara el estudio:  HOSPITAL JUAREZ DE MEXICO

Nombre del participante:

Marque con una X la opcién que corresponda:
( ) Sujeto NO competente.

Yo, , responsable directo del paciente, de
afos de edad, he decidido excluirlo(a) del estudio de investigacién médica por las siguientes
razones: (Este apartado es opcional y puede dejarse en blanco si asi lo desea)

( ) Sujeto competente.

Por este conducto deseo informar mi decision de retirarme de este estudio de investigacion por las
siguientes razones: (Este apartado es opcional y puede dejarse en blanco si asi lo desea)

Si asi lo desea, podré solicitar que le sea entregada toda la informacién que se haya recabado,
con motivo de su participacién o la de su paciente en el presente estudio.

Firma Fecha

c.c.p El paciente o su representante. (Se debera elaborar por duplicado quedando una copia en su
poder)
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