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1. Abreviaturas

°C
ACE2
APC

APACHE
BAL

CF

CK

CLIA

CLR

CMN SXXI
COVID-19
DC

DM2

DO

E

ECs
ELISA

EPOC
ERGIC

ESPII
E2
G-CSF
GISAID
HAS
HAT
HRP
IAM

Grado Celsius

Enzima Convertidor de Angiotensina 2

Antigen-presenting Cells (Células Presentadoras de
Antigeno)

Acute Physiology and Chronic Health Evaluation

Lavado Bronco alveolar

Factor de calibracion

Creatina Cinasa

Ensayo de quimioluminiscencia

C-Type Lectin Receptor (Receptor de Lectina Tipo C)
Centro Médico Nacional Siglo XXI

Coronavirus disease-2019

Dendritic cells (Células dendriticas)

Diabetes mellitus tipo 2

Densidad Optica

Proteina de Envoltura

Endothelial cells (Células endoteliales)

Enzyme-linked immunosorbent assay (Ensayo
Inmunoabsorbente ligado a enzimas)

Enfermedad Pulmonar Obstructiva Cronica

ER-Golgi intermediate compartment (Compartimiento
intermedio reticulo endoplasmico-Golgi)

Emergencia de Salud Publica de Importancia Internacional
Estradiol

Factor Estimulante de Colonias de Granulocitos

Global Initiative on Sharing All Influenza Data

Hipertension arterial sistémica

Proteasa similar a la tripsina

Horseradish Peroxidase (Peroxidasa de rabano)

Infarto Agudo de Miocardio



nAb
NK
NLR
nm
nsps
NYHA
OMS
ORF
PAFI

PAMP

PCR
PRR

Interferon

Inmunoglobulina G

Inmunoglobulina M

Instituto Mexicano del Seguro Social
Insuficiencia renal cronica

Kilobases

Ley General de Salud

Proteina de Membrana

Proteina Quimio-atrayente de Monocitos 1

Sindrome Respiratorio de Oriente Medio

Major Histocompatibility Complex (Complejo Principal de

Histocompatibilidad)
Minuto

Microlitro

Mililitro

Proteina nucleocapside
Anticuerpos neutralizantes

Natural Killer

NOD-like receptor (Receptores tipo NOD)

Nandmetro
Proteinas no-estructurales
New York Heart Association

Organizacion Mundial de la Salud

Open Reading Frame (Marco abierto de lectura)

Presién parcial de oxigeno arterial y la fraccion inspirada de

oxigeno

Pathogen-associated  molecular
moleculares asociados a patdgenos)
Proteina C Reactiva

Pattern Recognition Receptor
Reconocimiento de Patrones)

patterns  (Patrones

(Receptores

de



RBD Receptor Binding Domain (Dominio de Unién al Receptor)

RE Reticulo Endoplasmico
RNA Acido Ribonucleico
RT-PCR Reverse Transcription Polymerase Chain Reaction

(Reaccion en cadena de la polimerasa con transcriptasa

inversa)
Rx Rayos X
S Proteina Spike
SAM Sindrome de Activacion Macrofagica
SARS Sindrome Agudo Respiratorio Severo
SDRA Sindrome de Dificultad Respiratoria Aguda
sg RNA RNA subgendmico
SIDA Sindrome de Inmunodeficiencia Adquirida
SIRA Sindrome de Insuficiencia Respiratoria Aguda
SOFA Sequential Organ Failure Assessment
SSA Secretaria de Salud
Tc Tomografia Computarizada
TLR Toll like receptor (Receptores tipo Toll)
TMB 3,3',5,5"-Tetramethylbenzidine
ucCl Unidad de Cuidados Intensivos
uiMIQ Unidad de Investigacion Médica en Inmunoquimica
UMAE Unidad Médica de Alta Especialidad
VC Valor de Corte
VIH Virus de Inmunodeficiencia Humana

VMI Ventilacion Mecanica Invasiva
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4. Resumen

La alta tasa de contagio y mortalidad de la COVID-19, derivado de la infeccién por
el virus SARS-CoV-2, llevaron a que en enero de 2020 se declarara una emergencia
sanitaria a nivel internacional. Las implicaciones relacionadas con las medidas de
contencién se basan en el distanciamiento social, que tienen aspectos sociales,
econdmicos y psicoldgicos. Biolégicamente se espera que también existan secuelas
en aquellas personas que padezcan y sobrevivan a la enfermedad, sobre todo en
aquellos que presenten cuadros graves o criticos de COVID-19.

Hasta la fecha, a pesar que se ha demostrado que la infeccion por el virus SARS-
CoV-2 causante de la enfermedad COVID-19 induce inmunidad, existe
heterogeneidad entre los métodos, participantes y ensayos realizados, lo que limita
conocer la cinética de anticuerpos, asi como su relacidn con la severidad y
pronostico de los pacientes.

En el presente proyecto se plantea el estudio de la respuesta de anticuerpos en
pacientes COVID-19, personas convalecientes y contactos cercanos (familiares y
personal de salud tratante); mediante la determinacién de anticuerpos de clase IgM
e IgG a través de pruebas inmunoquimicas convencionales como ELISA.

Ademas, se plantea analizar en pacientes hospitalizados la relacion entre la
respuesta de anticuerpos y parametros bioquimicos; asi como la seroprevalencia y

capacidad neutralizante de los anticuerpos en pacientes COVID-19.



5. Introduccion

El coronavirus de tipo 2 causante del sindrome agudo respiratorio severo (SARS-
CoV-2) puede producir un amplio espectro de sintomas y severidad de la
enfermedad, desde casos asintomaticos y leves, hasta desenlaces fatales. De
acuerdo a la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), hasta el 21 de septiembre
de 2021 se han reportado 228 millones de casos y 4.5 millones de muertes
asociadas con el COVID-19. En México, hasta la misma fecha se han confirmado
3.6 millones de casos positivos y 275,000 muertes.

Hasta la fecha, los distintos estudios realizados durante la pandemia han
demostrado que la gran mayoria de pacientes COVID-19 generan una fuerte
respuesta de anticuerpos en contra del virus, en particular contra la proteina N, Sy
el dominio de union al receptor (RBD). Algunos estudios reportan que la respuesta
es medible en tiempos tempranos después de la apariciéon de los sintomas; sin
embargo, se ha observado que hay una gran variabilidad entre los pacientes de
acuerdo a la severidad de su enfermedad. Estos anticuerpos regulan de manera
importante la respuesta inmunitaria, neutralizando las particulas virales y regulando
la respuesta inflamatoria mediante la unién a receptores FcaR en monocitos y

macroéfagos inflamatorios en diversos sistemas, como el respiratorio y digestivo.



6. Marco teorico

Los coronavirus, descritos por primera vez en la década de los afios 60, son
capaces de provocar infecciones respiratorias e intestinales en humanos y animales
(Cui et al., 2019). A pesar que en un inicio, los coronavirus circulantes causaban
infecciones leves; no fue hasta el 2002, con el brote del Sindrome agudo respiratorio
severo (SARS, por sus siglas en inglés Severe acute respiratory syndrome), en la
provincia de Guandong, China, que comenzaron a ser considerados altamente
patogénicos para los humanos (Zhong et al., 2003).

Diez afos después del SARS, emergidé otro coronavirus patogénico, el Sindrome
Respiratorio de Oriente Medio (MERS, por sus siglas en inglés Middle East
respiratory syndrome), el cual se detectd por primera vez en Arabia Saudita (Zaki et
al., 2012).

El 31 de diciembre de 2019, autoridades de salud en China informaron a través de
la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) de un brote de neumonia de etiologia
desconocida en Wuhan, China (H. Lu et al., 2020); y que estaria asociado a un
nuevo coronavirus.

Desde entonces, el SARS-CoV-2 fue considerado como el séptimo coronavirus que
afecta a los humanos, junto a los otros coronavirus ya conocidos: HKU1, NL63,
0OC43, 229E, que causan enfermedades respiratorias del tracto superior en
pacientes inmunocomprometidos, asi como nifilos y adultos mayores (Su et al.,
2016).

a. Los coronavirus
Los coronavirus forman parte de la subfamilia Coronavirinae de la familia

Coronaviridae. Esta subfamilia se divide en cuatro géneros: alfa, beta, gama y delta.
Los géneros alfa y beta unicamente infectan mamiferos; mientras que, los gama y
delta infectan principalmente aves (Woo et al., 2012).

Para los humanos, los coronavirus forman parte del gran espectro de virus, que

causan resfriados y enfermedades respiratorias severas (Cui et al., 2019).



i. Estructura y mecanismo de accion de los coronavirus
Los coronavirus son un grupo de virus con envoltura, no segmentados y con material

genético (RNA) de cadena sencilla (Fung & Liu, 2019). Sus particulas son esféricas
o pleomorficas y tienen un diametro de 70 a 120nm (Graham et al., 2013).

El genoma de los coronavirus es de sentido positivo con un tamafo de 27 a 30kb y
contiene un numero variado de marcos abiertos de lectura (ORF). La replicasa de
los coronavirus esta codificada por dos ORFs superpuestos (ORF1a y ORF1b) que
ocupan dos tercios del genoma y codifican para dos poliproteinas y 16 proteinas no
estructurales (Hokello et al., 2020). Los genes estructurales y accesorios, por su
parte, se traducen de RNAs subgenomicos (sgRNAs) generados durante la
transcripcion y replicacion (V’kovski et al., 2020).

El resto de los ORFs codifican para cuatro proteinas estructurales, Nucleocapside
(N), proteina de Membrana (M), Spike (S) y la proteina de Envoltura (E), ademas de

otras proteinas no estructurales (Figura 1) (Boopathi et al., 2020).

Envoltura (E)

Genoma viral RNA

Figura 1. Representacion grafica de la estructura de SARS-CoV-2. Proteinas
estructurales de los coronavirus. [Modificado de BioRender (2022). Human
Coronavirus Structure]

Al interior del virus la proteina N se une al RNA formando una nucleocapside
simétrica helicoidal que juega un papel importante en la replicacién y transcripcion
del virus (Sarma et al., 2020). En la superficie viral, la proteina M es la mas
abundante y se cree que es el organizador central del ensamblaje de los

coronavirus; mientras que, la proteina S media el anclaje y fusion del virus a los



receptores de las células huésped para facilitar la entrada viral (Kirchdoerfer et al.,
2016).

La proteina E, es el componente mas pequefio y menos abundante de la superficie;
sin embargo, tiene un papel importante relacionado con el ensamblaje del virus,
permeabilidad e interaccién entre la célula del virus y el huésped (Gupta et al.,
2020).

Diversos estudios han revelado la estructura completa del spike (proteina S) en su
estado abierto o cerrado. Esta glicoproteina se compone de tres cadenas iguales
organizadas en dos dominios: la subunidad S1 y S2, asociadas con el
reconocimiento celular y la fusion viral respectivamente (Wrapp et al., 2020).

El ciclo de replicacidn de los coronavirus se divide en varios pasos: union y entrada,

traduccidn de la replicasa viral, transcripcion del genoma y replicacion, traduccion

%

de proteinas estructurales y, ensamblaje y liberacién de los viriones (Figura 2).
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Los coronavirus se unen a la superficie del receptor e insertan su material genético dentro
del citoplasma del hospedero mediante endocitosis o directamente por fusién membranal.
Al ingresar al huésped, se inicia la replicacion del RNA viral con la sintesis de poliproteinas
(ppla/pplab). La transcripcion ocurre mediante la sintesis de secuencias de RNA
subgendmicos (sgRNA) y termina con las secuencias reguladoras de transcripcion,
ubicadas entre los llamados marcos de lectura abiertos (ORF), que guian la produccion de
polipéptidos para producir proteinas no estructurales (NSP 1-16) y estructurales, incluidas
proteinas del spike, membrana, envoltura y nucleocapside. Finalmente, los NSP y las
proteinas estructurales promueven el ensamblaje y la liberacion del virus.

El mecanismo de entrada del virus implica el reconocimiento del dominio de unién
del receptor (RBD), que se encuentra en la proteina S, por la enzima convertidora
de angiotensina 2 (ACE2). El receptor ACE2 se expresa en los pulmones, intestino
delgado, testiculo, rifiones, corazon, tiroides, tejido adiposo, cerebro, vaso
sanguineo y musculos (M. Y. Li et al., 2020). Después de la fusion, algunas
proteasas del huésped como la serina proteasa transmembranal tipo 2 (TMPRSS2)
(Hoffmann et al., 2020), cisteina proteasas endosomales, catepsina B y L (CatB/L)
y la proteasa similar a la tripsina (HAT), anclan la proteina S e inician los cambios
conformacionales necesarios para la fusion del virus con la membrana, permitiendo
que la nucleocapside se libere al citoplasma (Fung & Liu, 2019).

Durante el ciclo de vida intracelular, los coronavirus expresan y replican su RNA
genomico para producir grandes copias que son incorporadas en las nuevas
particulas virales que se producen. Después de la entrada del virus en las células,
se libera el RNA gendmico, que rapidamente traduce dos marcos abiertos de lectura
(ORF1ay ORF1b). Las poliproteinas resultantes son co-transcritas y procesadas en
proteinas individuales no-estructurales (nsps) que forman el complejo de replicacion
y transcripcion. Junto con la expresidon de nsps, la biogénesis de organelos virales
de replicacion crea un microambiente protector para la replicacion del RNA
genomico y transcripcion de RNAs subgenomicos (sg RNAs). Las proteinas
estructurales que se traducen se traslocan a la membrana del reticulo endoplasmico
(RE) y transitan a través del compartimiento intermedio del reticulo endoplasmico-
Golgi (ERGIC), donde interaccionan con la N-encapsulada; por otra parte, el RNA
genomico recién producido da como resultado la gemacién en el lumen de vesiculas
secretoras. Finalmente, los viriones son secretados de las células infectadas por

exocitosis (V’kovski et al., 2020).



b. Epidemiologia
En diciembre de 2019, se confirmaron 41 casos de neumonia de etiologia

desconocida en la ciudad de Wuhan, provincia de Hubei, uno de los principales
centros de transporte en China (Du Toit, 2020).

Mediante analisis molecular, empleando secuenciacion masiva en distintas
muestras como fluido de pulmén, raspado nasofaringeo y sangre, de pacientes que
presentaron sintomatologia respiratoria y antecedentes de haber visitado el
mercado local de pescados y animales salvajes (R. Lu et al., 2020), el 7 de enero
se identificé un nuevo coronavirus denominado 2019-nCoV (Corman et al., 2020).
El 13 y 15 de enero, fueron reportados los primeros casos importados en Tailandia
y Japén; y a partir del 21 de enero, la OMS comenzd a publicar reportes de los
contagios en paises afectados (Phan et al., 2020).

El 30 de enero, la OMS anuncié la situacion como una nueva Emergencia de Salud
Publica de Importancia Internacional (ESPII); es decir, un evento que representa
riesgo de dispersion internacional de una enfermedad, la cual requiere una
respuesta coordinada. Adicionalmente, designo a la enfermedad como COVID-19
(acrénimo de Coronavirus disease-2019) (Lopez-Ortiz et al., 2020).

En México, el primer caso confirmado de COVID-19 se present6 en la Ciudad de
México el 27 de febrero, se trataba de un mexicano con antecedentes de viaje a
Italia (Coronavirus En México: Confirman Los Primeros Casos de Covid-19 En El
Pais - BBC News Mundo, n.d.).

Hasta el 21 de septiembre de 2021, a nivel mundial se han reportado 228 millones
de casos confirmados; mientras que, hasta la misma fecha en México, la Secretaria
de Salud (SSA) reportdé 3.6 millones de casos confirmados y 275,000 defunciones
por COVID-19 (Nuevo Coronavirus En El Mundo COVID-19. Comunicado Técnico
Diario | Secretaria de Salud | Gobierno | Gob.Mx, n.d.).

c. Aspectos clinicos
La presentacion de los aspectos clinicos por la infeccion por SARS-CoV-2 es similar

a los de SARS-CoV y MERS-CoV. El periodo de incubacién de la COVID-19 puede



variar de 2 a 14 dias, pero el promedio es de 3 a 17 dias después de la exposicion
(Chen et al., 2020). La respuesta provocada puede ser variable entre los pacientes;
sin embargo, se ha observado que involucra afectaciones a nivel respiratorio,
entérico, hepatico y neurolégico (He et al., 2020).

Evidencias sugieren que el SARS-CoV-2 es altamente transmisible de persona a
persona, afectando principalmente a adultos mayores y personas con
enfermedades cronico degenerativas, a través de gotas o contacto cercano (M.
Zhou et al., 2020).

El espectro de sintomas va desde pacientes sin sintomas (asintomaticos), pero
diagnosticados con RT-PCR; hasta aquellos que presentan sintomas mas comunes
como fiebre, fatiga, tos seca, mialgia y disnea. Los sintomas menos comunes
incluyen produccién de esputo, dolores de cabeza, hemoptisis y problemas
gastrointestinales como nausea, vomito y diarrea (Q. Li et al., 2020).

Una parte de los pacientes pueden sufrir de falta de aliento, normalmente en la
segunda semana de la infeccién, y puede estar acompafiado o progresar a
hipoxemia. Ademas algunos pacientes pueden progresar a neumonia (M. Zhou et
al., 2020).

Al igual que la diferencia en las manifestaciones clinicas, pueden presentarse
diferencias en los periodos de incubacién por diferentes sustancias producidas por
células presentes en el epitelio respiratorio (Lee et al., 2020). Sin embargo, de
acuerdo a la severidad de los sintomas los pacientes pueden ser clasificados como
leves, moderados, graves y criticos (Tabla 1).

Tabla 1. Sintomas clinicos asociados a COVID-19

Tipo Sintomas

Leve Relacionados con infecciones en el tracto respiratorio superior, fiebre,
fatiga, mialgia, tos, dolor de garganta, escurrimiento nasal y

estornudos; sin neumonia.

Moderado | Con neumonia, fiebre y tos frecuente, algunos pueden presentar

jadeos, pero no hipoxemia o falta de respiracion.




Grave Disnea con cianosis central, frecuencia respiratoria =30/min,

saturacion de oxigeno =93%, y/o infiltrado pulmonar >50% durante

24/48h.

Critico | Falla respiratoria, choque séptico, y/o falla multiple organica

Modificado de (He et al., 2020)

Esta clasificacion clinica es importante porque da pistas sobre la prognosis y
mortalidad causada por COVID-19. La mayoria de los casos (81%) se clasificaron
como leves o moderados en adultos; mientras que en nifios la mayoria de ellos
fueron leves (Bulut & Kato, 2020).

Los analisis de laboratorio demostraron que pacientes con COVID-19 presentaban
leucopenia y linfopenia; y elevados niveles de lactato deshidrogenasa y creatinina
cinasa. La mitad de los pacientes tenian una funcion hepatica anormal, con niveles
elevados de alanina o aspartato aminotransferasa. Adicionalmente, la mayoria de
los pacientes presentaban niveles normales de procalcitonina en suero, pero la
proteina C-reactiva (PCR) se encontraba arriba de lo normal; y un tercio de ellos

presentaban dimero-D elevado (C. Huang et al., 2020).

i. Factores de riesgo
Factores ambientales, epigenéticos y genéticos afectan en el progreso de la

enfermedad y la tasa de supervivencia. Por tanto, las caracteristicas propias de
cada poblacion explican el por que hay paises donde el impacto por la exposicion
al virus es mayor.

A pesar que las infecciones por COVID-19 se han presentado en todos los grupos
de edad, los pacientes con edad avanzada son mas susceptibles a contagiarse
(Dudley & Lee, 2020).

En un meta-analisis en el que se evaluaron a 46,248 pacientes de ocho estudios,
se detecto que la mayoria de los pacientes criticos, presentaba comorbilidades
como hipertension, diabetes mellitus, problemas cardiovasculares y enfermedades
respiratorias (J. Yang et al., 2020a). Adicionalmente, otro estudio demostro que la
hipertension, problemas cardiovasculares, diabetes mellitus, fumar, enfermedad



pulmonar obstructiva cronica (EPOC) y enfermedades renales crénicas eran mas
frecuentes en pacientes hospitalizados (Amir et al., 2020).

d. Respuesta inmunitaria contra Coronavirus
El sistema inmunoldgico monitorea la entrada de patdégenos, combate infecciones y

contribuye a la renovacion y remodelacion del tejido después del dafio tisular. El
tracto respiratorio es la principal puerta de entrada para los virus y es un desafio
para el sistema inmunitario eliminar las particulas virales y células infectadas sin
causar dafo e inflamacion que comprometa la funcion pulmonar. Este equilibrio se
logra a través de mecanismos inmunitarios innatos y adaptativos; asi como,
mecanismos inmunoreguladores y anti-inflamatorios (Shi et al., 2020).

Las infecciones virales generalmente estan relacionadas con una respuesta
inmunitaria crucial para la eliminacion del virus, que involucra una cascada de
eventos de la respuesta inmunitaria innata y adaptativa. Sin embargo, debido a que
la COVID-19 es una enfermedad emergente, no se conoce mucho sobre los
cambios inmunologicos que ocurren en los pacientes (Golsorkhi & Ravanshad,
2020).

Después de la infeccion, el sistema inmunitario innato es activado para combatir al
patogeno mediante receptores de reconocimiento de patrones (PRRs), que
desencadenan una cascada de sefalizacion intracelular que conlleva a la sintesis
de mediadores inflamatorios (Addi et al., 2008). Los macréfagos infectados por el
virus presentan niveles excesivos de citocinas inflamatorias, las cuales se cree que
son responsables de la respuesta inmunitaria desregulada por SARS-CoV
(Channappanavar & Perlman, 2017). Después de eso, la respuesta inmunitaria
adaptativa aparece; las células T, incluidas las CD4" y CD8" son cruciales para este
paso. Los linfocitos T CD4* estimulan a los linfocitos B para producir anticuerpos
especificos contra el virus, mientras que los CD8* matan directamente las células
infectadas (Traggiai et al., 2004). Adicionalmente, las células T regulan al sistema
inmunitario para prevenir su sobre activacion; sin embargo, SARS-CoV puede
romper este mecanismo al iniciar la apoptosis de células T mediada por TNF, que



da como resultado una respuesta inmunitaria incontrolada (Rodrigue-Gervais et al.,
2014).

i. Respuesta inmunitaria innata
Los componentes de la respuesta inmunitaria innata son los primeros en detectar y

eliminar las infecciones virales. Las células del sistema inmunitario innato secretan
citocinas pro-inflamatorias que inhiben la replicacion viral, estimulan la respuesta
del sistema inmunitario adaptativo y reclutan otras células del sistema inmunitario al
sitio de infeccion. Los granulocitos liberan enzimas y proteinas toxicas. Los
monocitos se transportan a los tejidos y se diferencian a macrofagos; los cuales,
junto con los neutréfilos, fagocitan y destruyen patdogenos y células infectadas
(McKechnie & Blish, 2020).

El SARS-CoV-2 ingresa al huésped principalmente a través del tracto respiratorio,
mucosa oral o epitelio conjuntival (Rizzo et al., 2020), afectando
predominantemente a las células epiteliales alveolares, las células endoteliales
vasculares y los macrofagos. Una vez que el virus entra a la célula blanco, el sistema
inmunologico mediante patrones moleculares asociados a patdégenos (PAMP),
reconoce a las particulas virales a través de los PRRs, como los receptores tipo Toll
(TLR), receptores tipo dominio de oligomerizacién de unién a nucleétidos (NLR) y
MDAS (Shah et al., 2020), desencadenando la respuesta de interferones de tipo |
(IFN-I). Los IFN-I son responsables de la transcripcion de elementos de respuesta
estimulados por IFN (ISRE) que desempefian un papel importante en la resistencia
a las infecciones virales, induciendo la maduracién de células presentadoras de
antigenos (APC), regulando la expresion de moléculas del complejo mayor de
histocompatibilidad (MHC), moléculas co-estimuladoras como CD80/CD86 vy
produccion de citocinas pro-inflamatorias como TNF, IL-12, IL-18 e IFN-y,
involucradas en la activacion de células T, células B y natural killer (NK)
(Theofilopoulos et al., 2005).

En las células, el IFN-a/f puede inducir la formaciéon de homodimeros STAT1, que
promueven la transcripcion de genes estimulados por IFN. Otros efectos antivirales
inducidos por IFN-I consisten en la induccion de PKR (Proteina-cinasa inducida por



RNA), que al unirse a dsRNA conduce a la fosforilacién del elF2a (factor de
iniciaciéon de la traduccion en eucariontes 2-alfa), bloqueando la traduccion de
MRNASs propios y virales; asi mismo, se da la produccion de las proteinas de unidn
a MX y guanilato (Verhelst et al., 2013). Por otro lado, Moreno-Eutimio y
colaboradores, mediante enfoques informaticos describieron que TLR 7/8 pueden
reconocer al RNA monocatenario del virus (ssRNA), lo que conduce a una mayor
produccion de IFN-I, importantes para el inicio de la respuesta inmunitaria innata y
adaptativa contra el virus (Moreno-Eutimio et al., 2020).

Las células NK son linfocitos de la respuesta inmunitaria innata que representan la
primera linea de defensa contra las infecciones virales (Smyth et al., 2005). Tienen
multiples mecanismos para eliminar a las células infectadas por el virus mediante la
participacion de receptores de muerte extracelular, incluidos el ligando de Fas
(FasL) y el ligando inductor de apoptosis relacionado con el factor de necrosis
tumoral (TRAIL). También eliminan a las células infectadas a través de la exocitosis
de los granulos citoliticos, mediante la liberacion de perforina y granzimas que
desencadenan la apoptosis a través de caspasas (Smyth et al., 2005). Sin embargo,
las células NK de pacientes con COVID-19 sobre-expresan marcadores de
agotamiento celular como TIM-3 y PD-1 y presentan menor expresion de NKG2D y
una capacidad reducida de secrecion de IFN-y, relacionado con un mal prondstico
de la patologia (Liao et al., 2020).

La reduccién de los porcentajes de algunas células del sistema inmunitario innato
puede jugar un papel importante en COVID-19. El conteo bajo de eosinofilos sugiere
un marcador de bajo pronostico para los pacientes. De acuerdo a estudios
realizados por Du y colaboradores, 81% de los pacientes que ingresaron al hospital
por COVID-19 presentaban un conteo bajo de eosindfilos (Du et al., 2020); esto
correlaciona con lo reportado en otros estudios donde se demostré6 que un
porcentaje bajo de eosindfilos era menos frecuente en pacientes convalecientes que
fueron hospitalizados (F. Liu et al., 2020).

Por otro lado, en el transcriptoma de fluido de lavado bronco alveolar (BAL) de
pacientes criticos, se observd un aumento en las DCs, neutréfilos activos vy

macroéfagos (Z. Zhou et al., 2020). Ademas, se han observado altos porcentajes de



monocitos en pacientes con patologias severas en pulmon (Y. Zhou et al., 2020).
Otras células involucradas son las células endoteliales pulmonares (ECs),
asociadas con el desarrollo de complicaciones pulmonares como el sindrome de
dificultad respiratoria aguda (SDRA), debido a la modificacién de la integridad de la
barrera vascular, promocién de un estado pro-coagulativo y desregulacion de
infiltrado celular inflamatorio (Teuwen et al., 2020).

Diversos estudios han documentado la presencia en plasma de citocinas y
quimiocinas en pacientes COVID-19, y su asociacién con el progreso de la
enfermedad. De acuerdo a un estudio de pacientes COVID-19 graves y criticos en
Wuhan, China, estos presentaban altas concentraciones en plasma de IL-1j3, IL-
1Ra, IL-8, IL-9, IFN-y, CCL4 y TNF-a, en comparacién con pacientes sanos, lo que
sugiere una respuesta celular de tipo Th1. Ademas, los pacientes criticos, tenian
concentraciones mas altas de IL-2, IL-7, IL-10, G-CSF, CXCL10, CCL2, CCL3 y
TNF-a, comparadas con pacientes graves (C. Huang et al., 2020). En el mismo
estudio, se demostré que niveles de IL-6 en plasma son mas altos en pacientes
criticos que pacientes sanos, pero no aquellos graves; lo cual, ademas, sugiere
estar relacionado con una predicciéon de la mortalidad debido a que IL-6 puede
activar la via de coagulacion y células endoteliales vasculares (Ruan et al., 2020;
Tanaka et al., 2016). Resultados similares se reportaron en una cohorte de
pacientes en Estados Unidos, que reportaron un incremento en circulacion de IL-6,
IL-1Ra, CCL2, CCL8, CXCL2, CXCL8, CXCL9 y CXCL16, comparado con pacientes
con problemas respiratorios negativos a COVID-19 (Blanco-Melo et al., 2020).
Ninguno de los estudios reporté un incremento de IFN de tipo | y Ill, que pueden
estar asociados con la falta del control de la replicacion del virus y la corta vida de
estas citocinas in vivo. Sin embargo, es importante resaltar la respuesta moderada
de IFN para restringir la replicacion de SARS-CoV-2 in vitro; para limitar la
propagacion.

De manera interesante, las citocinas pro-inflamatorias IL-13 y su agonista IL-1Ra
estan implicadas en todos los estudios. Analisis transcripcionales longitudinales de
sangre de un paciente critico sugiere, que la expresion elevada de IL-1A e IL-1B

precede el punto mas bajo de la funcidn respiratoria; mientras que otras citocinas,



incluidas la IL-6, alcanzan su punto mas alto después de la mejoria. Estos datos
sugieren que IL-1 podria jugar un papel importante en la patogénesis (Ong et al.,
2020). Un aspecto importante de este estudio, fue la comparativa de un caso critico
con dos casos leves, en los cuales las citocinas pro-inflamatorias no estan elevadas.
Un segundo estudio también demostro que estas citocinas no estaban elevadas en
pacientes leves (Thevarajan et al., 2020). Ambos estudios indican que la respuesta
pro-inflamatoria es caracteristica de pacientes criticos.

Finalmente, estudios relacionados con la respuesta local de citocinas en BAL y la
expresion de genes, Zhou y Xiong, observaron una regulacién positiva de CXCL17,
un quimioatrayente de DC inmaduras y monocitos, asi como de IL1RN e IL-1(;
ademas de una regulacion positiva de quimiocinas responsable del reclutamiento
de neutréfilos (CXCL1, CXCL2, CXCL6) y monocitos (CCL2 y CCL8) en pulmdn
(Xiong et al., 2020; Z. Zhou et al.,, 2020). Esto sugiere que la regulacion de
quimiocinas, particularmente las quimioatrayentes de neutréfilos y monocitos; estan
relacionadas al dafo en tejido derivado del incremento en la produccion de

citocinas.

ii. Respuesta inmunitaria adaptativa
La respuesta de células T es un componente clave en la respuesta inmunitaria

adaptativa contra la infeccion viral. Las células T CD8* son importantes por su
citotoxicidad especifica dirigida contra células infectadas, mientras las células T
CD4" son importantes porque activan las células CD8" y células B, asi como la
produccion de citocinas que favorecen el reclutamiento celular (Tay et al., 2020).
Estudios recientes describen la presencia de células T circulantes en pacientes
graves después de 7 dias del inicio de sintomas (Thevarajan et al., 2020). Asi
mismo, Grifoni y colaboradores determinaron la respuesta de células T CD4*y CD8"
especificas contra SARS-CoV-2 y observaron células T CD4" en todos los
pacientes, pero CD8" solo en algunos (Grifoni et al., 2020).

Por otra parte, Sekine y colaboradores, demostraron que SARS-CoV-2 promueve
una alta respuesta de células T de memoria funcionales; en pacientes severos

recuperados de COVID-19, la respuesta de células T fue mas alta que en pacientes



con sintomas leves y contactos cercanos, incluso en ausencia de anticuerpos
especificos contra SARS-CoV-2 (Sekine et al., 2020).

Un aspecto importante a considerar es la linfopenia causada por infecciones virales.
En condiciones fisiolégicas normales, las células T son sometidas a la proliferacion
homeostatica; después de episodios de linfopenia causada por agentes infecciosos,
este mecanismo se activa para recuperar la poblacion en sangre periférica (Boyman
et al., 2009). Diversas hipotesis explican la linfopenia en pacientes COVID-19: 1) los
linfocitos expresan ACE2 y estos mueren tras la infeccion viral, 2) los virus destruyen
directamente los organos linfaticos que involucran la destruccion de células
linfoides, 3) la generacion de la tormenta de citocinas puede desencadenar la
apoptosis de linfocitos o el bloqueo de linfopoyesis, 4) alteraciones metabdlicas
inducidas por la infeccidén del virus implica la generacion de moléculas que resulta
en la deplecién de células linfoides y finalmente, 5) la linfopenia puede reflejar las
diferencias en el reclutamiento de linfocitos en tejidos fuera de sangre periférica
(Rodriguez et al., 2020).

Estudios en los cambios de subsets de linfocitos demostraron la reduccion en los
porcentajes de células T CD4" y CD8", asi como células B en la sangre,
principalmente en pacientes severos (Qin et al., 2020).

Después de la infeccion, las células T CD4* son activadas en organos linfoides
secundarios y migran a tejidos inflamados. Cuando se elimina el patdgeno, la
mayoria de estas células sufren apoptosis, pero una pequefia poblacion sobrevive
y se convierte en células de memoria prolongada capaces de responder de manera
mas eficiente y rapida a una segunda infeccion (Gray et al., 2018). De acuerdo a
datos preliminares, pacientes criticos expresan una disminucion en el porcentaje de
células T de memoria cooperadoras y reguladoras en sangre comparadas con
pacientes leves o graves (Qin et al., 2020). Estudios mas detallados acerca del
fenotipo de las células T en pacientes criticos, demostraron que tanto las células T
CD4* como las CD8" expresan altos niveles de marcadores de activacion (CD38 o
CD44) (Braun et al., 2020).

La evaluacion de pacientes en terapia intensiva reflejé el incremento en la expresion
de OX40 en células T CD4* y CD137 en CD8" (Y. Zhou et al., 2020). OX40 es



conocido por promover la produccion de citocinas; mientras que el CD137, miembro
de los receptores de la familia TNF, es una potente molécula co-estimuladora para
células T (Zhu et al., 2007). Adicionalmente, estudios fenotipicos demostraron un
incremento en la concentracion de células Th17 CCR6* pro-inflamatorias y una
reduccion en el numero de células T citotdxicas supresoras y reguladoras CD28*
(X. W. Xu et al., 2020). Es posible que la disminucion prolongada de células CD8"*
sea un prondstico de la severidad, al relacionarse con la eliminacion viral por la
secrecion de perforinas, granzimas e IFN-y (Liblau et al., 2002).

Otra via alterada en la COVID-19 es la correspondiente a IL-7, factor de crecimiento
hematopoyético secretado por células estromales en la médula ésea y DCs, que
estimula la diferenciacion y proliferacion de células de linaje linfoide; el aumento en
su expresion en sangre periférica durante la infeccion puede representar el intento

de contrarrestar la linfopenia inducida por SARS-CoV-2 (Xiong et al., 2020).

iii. Respuesta de anticuerpos
Se ha reportado que la respuesta humoral contra el SARS-CoV-2 es similar a la de

otras infecciones por coronavirus, lo que implica la produccion caracteristica de 1IgG
e IgM. Al inicio de la infeccion las células B desarrollan una respuesta temprana
contra la proteina NP, mientras que los anticuerpos contra la proteina S pueden
detectarse después de 4 u 8 dias desde la aparicion de los sintomas iniciales (Y. J.
Tan et al., 2004). Aunque la proteina NP es mas pequefa que la proteina S, es
altamente inmunogénica y la ausencia de sitios de glicosilacion da como resultado
la produccion de anticuerpos neutralizantes especificos contra ella (Meyer et al.,
2014).

A pesar que el grado y la duracion de la proteccion aun no se conoce
completamente, estudios recientes sugieren que la respuesta inmunitaria humoral
contra el SARS-CoV-2 tiene menos duracion en pacientes que experimentan pocos
sintomas. Mientras que los resultados preliminares sugieren que la transferencia
pasiva de anticuerpos de pacientes convalecientes tiene eficacia terapéutica (Rubin,
2020). Ademas, pacientes con inmunodeficiencias humorales primarias,

demostraron que los anticuerpos no tienen una participacion critica en la respuesta



inmunitaria contra SARS-CoV-2; lo que sugiere que las complicaciones del COVID-
19 podrian estar asociadas con la presencia de células B disfuncionales o una
respuesta celular deficiente (Soresina et al., 2020).

Con respecto a la cinética de respuesta de anticuerpos en COVID-19. La mayoria
de los estudios seroldgicos enfocados en la fase aguda de la infeccidn sugieren que
los anticuerpos IgM aparecen entre los dias 8 a 12 y decaen en la semana 12. Por
el contrario, los anticuerpos IgG aparecen al dia 14 y duran por mas tiempo. La
intensidad de la respuesta de IgG parece estar relacionada con la carga viral y
severidad de la enfermedad; de acuerdo con Long y colaboradores, los pacientes
asintomaticos tienen menores niveles de anticuerpos IgG especificos contra el virus
(Long et al., 2020).

Un estudio realizado en Australia, demostro la presencia en sangre de anticuerpos
IgM e IgG especificos para SARS-CoV-2, durante el periodo de convalecencia y
hasta 7 dias después de la resolucion de los sintomas (Thevarajan et al., 2020). Un
estudio mas reciente demostr6é que IgM e IgG pueden ser detectados a partir del
dia 4 después del inicio de sintomas y hasta el dia 11 después de la infeccion (Xiang
et al., 2020).

Long y colaboradores, utilizaron un ensayo de quimioluminiscencia y reportaron que
la seroconversion de IgM a IgG puede ocurrir simultaneamente, a los 7 dias después
del inicio de sintomas (Long et al., 2020). Un estudio mas reciente, confirma estos
resultados; lo que sugiere que los valores de IgM como marcadores de la fase aguda
podrian no estar relacionado con el diagnostico de la infeccion (X. Xu et al., 2020).
En otro estudio serologico realizado, se demostré que 13 dias después del inicio de
sintomas 99% de los pacientes con infeccidn leve tenian anticuerpos contra la
proteina S de SARS-CoV-2 y 97% de estos pacientes presentaban anticuerpos
neutralizantes (nAb) un mes después de la resolucion de la enfermedad
(GeurtsvanKessel et al., 2020; Suthar et al., 2020). A pesar que algunos pacientes
leves tenian bajos niveles de nAb, la actividad antiviral es alta y persiste hasta 40
dias después del inicio de sintomas (Fafi-Kremer et al., 2020; Robbiani et al., 2020).
Sin embargo, la falta de metodologias similares imposibilita poder compararlos con
otros estudios.



7. Planteamiento del problema

En los meses de diciembre a marzo de 2020 se desencadend una epidemia de
coronavirus a nivel mundial, cuyo agente etiolégico es el SARS-CoV-2. En México,
hasta el 21 de septiembre de 2021, se han reportado 3.6 millones de casos
confirmados, con una tasa de letalidad cercana al 9%, muy por arriba de lo reportado
internacionalmente (3 a 5%).

Una de las ramas efectoras importantes para la generacion de inmunidad de larga
duracion contra los virus, es la respuesta de anticuerpos; sin embargo, no todos los
anticuerpos que se generan son capaces de inducir proteccién. Se ha observado
que SARS-CoV-2 es capaz de generar una respuesta inmunitaria, en pacientes
infectados se ha descrito la presencia de anticuerpos de tipo IgM e IgG; sin
embargo, poco se conoce sobre la respuesta de anticuerpos durante el curso de la
infeccion y su papel en la resolucion de la misma. Asi mismo, poco se conoce sobre
la duracion de esta respuesta inmunitaria en pacientes convalecientes y la

capacidad neutralizante de los anticuerpos generados.



8. Justificacion

Distintos estudios realizados han demostrado que la gran mayoria de pacientes con
COVID-19 generan una fuerte respuesta de anticuerpos en contra del virus SARS-
CoV-2, en particular dirigida hacia la proteina N, S y RBD. Algunos reportan que la
respuesta es medible tan temprano como 4 y hasta 12 semanas después de la
aparicion de los sintomas; sin embargo, se ha observado que hay una gran
variabilidad entre los pacientes.

Por otro lado, hasta la fecha, no se ha investigado a fondo si existe una posible
correlacion entre la respuesta de anticuerpos y parametros clinicos de la
enfermedad. Adicionalmente, es de vital importancia investigar la seroprevalencia
de anticuerpos, en diferentes poblaciones para determinar si una persona

convaleciente cuenta con inmunidad y la duracion de la misma.



9. Hipotesis

Los pacientes COVID-19 graves y criticos que desarrollen anticuerpos IgG contra la
proteina S del virus de SARS-CoV-2 controlaran de mejor manera los procesos
inflamatorios; por tanto, tendran mejores parametros clinicos y bioquimicos, en
comparacion con pacientes que no presenten estos anticuerpos. Adicionalmente,

los pacientes convalecientes presentaran anticuerpos con capacidad neutralizante.



10. Objetivo general

Estudiar de la respuesta de anticuerpos contra el virus SARS-CoV-2 en pacientes
infectados y contactos cercanos (familiares y personal de salud) mediante la técnica
de ELISA, con el fin de relacionarlo con la severidad de la COVID-19.

a. Objetivo particular

1. Identificar aspectos clinicos (comorbilidades, sintomatologia, conteo celular
y evolucion) de pacientes COVID-19.

2. Determinar el indice de anticuerpos de clase IgM e IgG contra la proteina N
y S del virus de SARS-CoV-2 en suero de pacientes con COVID-19 y
contactos cercanos, mediante la técnica de ELISA.

3. Determinar la seroconversion de anticuerpos de clase IgM e IgG contra la
proteina N y S del virus de SARS-CoV-2, en pacientes COVID-19, mediante
la técnica de ELISA.

4. Determinar la capacidad de neutralizacién de los anticuerpos en suero de
pacientes con COVID-19 en estado grave, critico y convalecientes,

empleando un ensayo de ELISA competitivo.



11.Materiales y métodos

a. Diseno general del estudio

Estudio analitico, transversal, prospectivo, clinico.

b. Universo de trabajo

a)

b)

Casos: Todos los pacientes con sospecha de infeccion por el virus SARS-
CoV-2 que ingresaron en la Unidad Médica de Alta Especialidad (UMAE) del
Hospital de Especialidades del Centro Médico Nacional Siglo XXI (CMN
SXXI) con la sintomatologia asociada a COVID-19 (fiebre >38 °C, tos, fatiga,
cefalea, disnea y anosmia), contactos cercanos (familiares y personal de
salud); asi como pacientes recuperados de la infecciéon por COVID-19 que
decidieron participar y firmaron el consentimiento informado.

Controles: Muestras de personas sanas, colectadas durante la pandemia de
influenza A(H1N1) en el afio 2009.

. Criterios de seleccion de la muestra

Criterios de inclusién

Pacientes mayores de 16 afios de ambos sexos con sospecha clinica de
infeccion por el virus SARS-CoV-2 que ingresen en la UMAE Hospital de
Especialidades del CMN SXXI.

Contactos cercanos (familiares y personal tratante) y pacientes recuperados,

que deseen participar y firmen el consentimiento informado.

. Criterios de no inclusion

Pacientes a los que se identifique otra causa de los sintomas diferentes a la
infeccion por virus SARS-CoV-2, incluyendo cualquier infeccion viral o
bacteriana, al momento del ingreso del paciente.

Pacientes o representantes legales que no acepten participar en el estudio.



iii. Criterios de exclusion
e Pacientes con expediente incompleto.
e Pacientes cuyas muestras sanguineas no fueron factibles de procesar por

situaciones inherentes a la toma y/o procesamiento de la misma.

d. Tamano de muestra
Considerando las condiciones de la pandemia y el numero de pacientes que
recientemente se estan diagnosticando, se consideré una muestra por conveniencia

e incluyeron a todos los pacientes que cumplieron con los criterios de inclusion.

e. Obtencién y procesamiento de muestras

En un modelo de muestreo no probabilistico de casos consecutivos, los pacientes y
contactos cercanos que cumplieron con los criterios de inclusién y aceptaron
participar en el estudio (o los representantes legales) mediante consentimiento

informado, se les realizo el siguiente protocolo.

i. Recoleccion de datos clinicos
Se llen6 una hoja de recoleccion de datos por paciente: identificacion del paciente

(lo cual no se reportd en el estudio), edad, fecha, parametros de laboratorio
incluyendo estudios de gabinete. Los datos como fiebre, tos, mialgia, artralgia,
anosmia y disnea se registraron como variables dicotomicas (presencia y ausencia).
La disnea se registré de acuerdo a la escala de la New York Heart Association
(NYHA) que incluye:
Clase I. Sin limitaciéon de la actividad fisica. La actividad ordinaria NO
ocasiona fatiga excesiva, palpitaciones, disnea o dolor anginoso.
Clase Il. Ligera limitacion de la actividad fisica. Confortables en reposo. La
actividad ordinaria ocasiona fatiga, palpitaciones, disnea o dolor anginoso.
Clase lll. Marcada limitacion de la actividad fisica. Confortables en reposo.

Actividad fisica menor ocasiona fatiga, palpitaciones, disnea o dolor anginoso



Clase IV. Incapacidad para llevar a cabo cualquier actividad fisica sin
disconfort. Los sintomas de insuficiencia cardiaca o de sindrome anginoso
pueden estar presentes incluso en reposo.
En el caso de pacientes hospitalizados por el cuadro respiratorio, se recabaron las
variables hematologicas correspondientes a biometria hematica y quimica
sanguinea del mismo dia de la toma de la primera muestra.
La informacion se manejé como informacion confidencial, por lo que las hojas de
recoleccion de datos se mantuvieron a resguardo bajo llave en la Unidad de

Investigacion Médica en Inmunoquimica (UIMIQ).

ii. Recoleccion de las muestras
De aquellos pacientes que cumplieron con los criterios de seleccion, se tomo6 una

muestra de sangre periférica (6 mL) mediante venopuncion humeral con previa
asepsia de la zona. La sangre se colectd con sistemas Vacutainer® en tubos con

heparina de litio (95 USP/ 6 mL) como anticoagulante.

f. Respuesta de anticuerpos.

i. Preparacion de la muestra
Para estudiar la respuesta de anticuerpos primero se genero un biobanco de suero

y plasma de los pacientes reclutados. Previo a la determinacion de anticuerpos, con
el fin de limitar el riesgo al manejar las muestras en las cuales el virus puede estar
presente; el suero o plasma de los pacientes se inactivd con calor por 1 h a 56 °C.
Para la medicion de anticuerpos contra SARS-CoV-2 se realiz6 un ensayo de ELISA
mediante el Kit COVID-19 IgG e IgM (ERBAlisa Manheim).

En una placa de dilucion, se prepararon las muestras de los pacientes mediante una
dilucion 1:21, adicionando 10 pL de la muestra a 200 pyL del diluente.
Posteriormente, se dispensaron 100 uL de la muestra diluida, calibrador y controles
en los pozos correspondientes, y se incubaron durante 20 min a temperatura

ambiente.



Al finalizar la incubacion, las placas se lavaron con solucion de lavado y adicionaron
100 pL/pozo del conjugado enzimatico, anti-lgM o IgG de humano acoplado a la
enzima peroxidasa de rabano (HRP, por sus siglas en inglés). Se incubaron las
placas con el conjugado enzimatico por 20 min a temperatura ambiente y, después,
el exceso de anticuerpo secundario se elimind lavando las placas con la solucion de
lavado vy, finalmente se adicionaron 100 pyL/pozo de 3,3',5,5-Tetrametilbenzidina
(TMB) como sustrato de la enzima HRP; la reaccion se incubd por 10 min en
obscuridad a temperatura ambiente y se detuvo adicionando 100 pL/pozo de la
solucion de stop.

Finalmente, la absorbancia de las placas se ley6 en un espectrofotometro a 450 nm
de longitud de onda.

ii. Interpretacion de los resultados
Para el calculo de los resultados, se verifico:

e Factor de calibracion (CF): valor reportado en el inserto del Kit
e Valor de corte (VC): Densidad Optica (DO) del calibrador - CF

e Calculo del indice de anticuerpos: Valor promedio de cada muestra / VC
Para la interpretacion del indice de absorbancia, se considero:

e < 0.9 Anticuerpos a-COVID-19 no detectables

e > 0.9 Anticuerpos a-COVID-19 detectables

g. Anticuerpos neutralizantes
La determinacion de la actividad neutralizante se determind con el suero inactivado

de los pacientes reclutados mediante el ensayo de ELISA competitivo con el kit
Surrogate Virus Neutralization Test ELISA Kit de Genscript.

En una placa de dilucion, se prepararon las muestras de los pacientes mediante una
dilucién 1:10, adicionando 10 uL de la muestra a 90 pL del diluente. Posteriormente,
se dispensaron 60 pL de la muestra diluida, calibrador y controles en los pozos
correspondientes de otra placa de dilucion que contenia 60 uL de la solucion HRP-
RBD, y se incubaron durante 30 min a 37 °C.



Transcurridos los 30 min, se tomaron 100 yL de la muestra y colocaron en la placa
del kit, se incubaron a 37 °C durante 15 min, lavaron con la solucion de lavado y
colocé el TMB, incubando en oscuridad durante 20 min. Finalmente, se adicionaron
50 pL de la solucion de stop y leyo la placa en el espectrofotometro a 450 nm de
longitud de onda.

i. Interpretacion de resultados
Para el calculo de los resultados se determiné el porcentaje de inhibicidon con la

siguiente formula

DO muestra
% Inhibicion = (1 — - ) * 100
DO control negativo
Para la interpretacion del porcentaje de inhibicion, se considero:
e < 20% de inhibicion es negativo

e > 20% de inhibicion es positivo

h. Aspectos éticos
Para la realizacién del presente protocolo se solicitd la aprobacion por los comités:

nacional de ética y de investigacion del Instituto Mexicano del Seguro Social (IMSS),
proyecto con numero de registro R-2020-785-095 (Anexo 1).

Marco Legal: Este estudio respeto las disposiciones enunciadas en la declaracion
de Helsinki de 1975 y sus enmiendas, asi como los codigos y normas
internacionales vigentes para las buenas practicas en la investigacion clinica.
Aunado a lo anterior, se respetaron los principios contenidos en el Codigo de
Nuremberg, el Informe Belmont, el Codigo de Reglamentos Federales de Estados
Unidos, y el reglamento de la Ley General de Salud (LGS), en materia de
investigacion para la salud (Titulo Quinto).

Riesgo de la Investigacion: Dado que este protocolo incluia la toma de muestras
sanguineas, se clasifico con un riesgo tipo Il (mayor que el minimo).

Balance Riesgo/Beneficio: Dado que los analisis biologicos se hicieron en el
laboratorio, donde la UIMIQ cuenta con las medidas de bioseguridad necesarias

para ello; el unico riesgo real estuvo relacionado con la toma de sangre.



Confidencialidad: Todos los pacientes que ingresaron al estudio fueron tratados
con apego estricto de confidencialidad. Las hojas de recoleccion de datos fueron
mantenidas en resguardo en la UIMIQ.

Seleccion de Participantes: Se seleccionaron a los pacientes que cumplian con
los criterios de inclusion y exentaban los criterios de exclusidon o eliminacidn. Antes
de invitar a cada paciente a participar en el proyecto, se le explicé ampliamente su
patologia y estrategias terapéuticas que le correspondian al momento, asi como la
posibilidad de participacion en la investigacion, riesgos y potenciales beneficios que
pueden derivar de ello. Si el paciente decidia no ser seleccionado para el protocolo

se continuaba su tratamiento tal y como estaba indicado.



12.Resultados

a. Muestra de estudio

Las muestras recopiladas durante los meses de marzo a junio del 2020, consistieron
en 137 pacientes confirmados para COVID-19, de los cuales 120 ingresaron al
triage de la UMAE y 17 se encontraban en su periodo de convalecencia; asi como
116 contactos (Tabla 2).
Los pacientes que ingresaron al triage de la UMAE vy fueron hospitalizados, se
dividieron en dos grupos:

Graves: Frecuencia respiratoria >30, Saturacion de Oz <90%, sin apoyo
ventilatorio a su ingreso y PAFI (Presion parcial de oxigeno arterial y la fraccion
inspirada de oxigeno) <300.

e Criticos: Paciente grave con saturacion de O2 <82% que tenga ventilacion

mecanica invasiva (VMI), estado de choque, falla organica y/o respiratoria
Por otra parte, los contactos que no presentaron fiebre o algun sintoma de infeccion
respiratoria se clasificaron en dos grupos de acuerdo a su nivel de exposicion:
e Leve: Personas que no tuvieron contacto con pacientes infectados o
muestras de ellos.
e Alto: Personal médico y residentes que trabajaban en el area COVID de la
UMAE, asi como personas que tienen contacto con pacientes infectados y/o

sus muestras.

Tabla 2. Caracteristicas de los grupos de pacientes y contactos cercanos.

Grave Critico Convaleciente Leve Alto

Numero (n) 38 82 17 29 87
Edad (afios) 54 £ 17 53 £ 16 46 + 17 41 £ 13 54 +2
Género (F, M) 13:25 27 : 55 7:10 12:17 | 63:24




Adicionalmente, para el grupo de control negativo, se utilizaron 12 muestras de
sueros colectados de pacientes sanos durante la pandemia de influenza A(H1N1)
en el 2009.

De acuerdo a las caracteristicas generales recopiladas para los pacientes COVID-
19 que fueron hospitalizados y/o que se encontraban en periodo de convalecencia,
se observa, en la Tabla 2, que la media de edad es muy similar entre los grupos y

la frecuencia de pacientes masculinos es mayor que la de femeninos.

b. Aspectos clinicos

De los pacientes confirmados a SARS-CoV-2 hospitalizados en la UMAE, se
analizaron aspectos clinicos como comorbilidades, sintomas que presentaban a su
ingreso, conteo celular y evolucion, con el fin de relacionarlos con la severidad e
induccion de la inmunidad.

De acuerdo a los resultados observados en la Tabla 3, el porcentaje de
comorbilidades y los sintomas que presentaron es mayor en pacientes criticos que
graves. Por otra parte, en el conteo celular, los dos grupos presentaron valores de
neutrofilos, proteina C reactiva (PCR), dimero D, fibrinbgeno y ferritina elevados; en
contraste con los valores de linfocitos, que se encontraban por debajo de los valores
de referencia. Adicionalmente, los pacientes criticos tenian altos niveles de
leucocitos y creatina cinasa (CK).

Finalmente, al comparar la evolucion de los grupos, el porcentaje de pacientes que
egresaron por mejoria es mayor en la cohorte de pacientes graves.



Tabla 3. Aspectos clinicos generales de pacientes COVID-19 hospitalizados

Numero (n) 38 82
Edad (afios) 54 + 17 53 + 16
Género (F, M) 13:25 27 : 55
IMC 296+6.4 30.3+6.5
DM2 (%) 12 35
HAS (%) 11 26
Obesidad (%) 12 35
EPOC (%) 2 3
IRC (%) 9
Cancer (%) 3 2
_ Cardiopatia
Cardiopatia o
. ] Psoriasis
Otras Epilepsia _
_ Tabaquismo
Tabaquismo

Hipotiroidismo

Dias desde el inicio de sintomas 9+5 10+6
Tos (%) 20 60
Mialgia (%) 17 36
Artralgia (%) 14 29
Anosmia (%) 3 10
Disnea (%) 23 71

Valores de
referencia
Leucocitos 8.73+3.5 10.72 £ 4.56
(10%/pL) 46-10.6
291.59 +
Plaquetas 150 - 450 257.76 + 127.5
(103/uL) 133.21




NeU(t;é)filos 50 - 70 75.81 +12.57 | 83.47 + 11.41
(0]
Linfocitos 20 - 40 14.8 + 8.83 9.69 £ 9.1
(%)
Monocitos § 5.10 + 2.55 420+2.28
(%) 0-12
Proteina C reactiva 0-1 15.20 +9.72 18.76 + 10.53
(mg/dL)
Dimero D 0.1-08 2.67 +4.57 4.08+5.3
(ug/mL)
Fibrinogeno 200 - 400 662.6 + 151.1 718.8 £ 179.2
(mg/dL)
Ferritina 24 - 336 1008.6 + 824.8 | 756.1 + 529.4
(Mg/L)
CK 189.33 + 217.72 249.27 %
- . + .
(UIL) 0=ttt 259.21
Egreso por mejoria (%) 66 38
Defuncion (%) 29 45

(DM2: Diabetes mellitus tipo 2, HAS: Hipertension arterial sistémica, EPOC: Enfermedad
pulmonar obstructiva cronica, IRC: Insuficiencia renal crénica, CK: Creatina cinasa)

c. Indice de anticuerpos de pacientes COVID-19 hospitalizados

De la cohorte de pacientes hospitalizados se determiné el indice de anticuerpos de
clase IgM a-S2 y N e IgG a-S2 de SARS-CoV-2 para analizar si existian diferencias
entre los grupos a su ingreso a la unidad y compararlos con los controles negativos,
correspondientes a muestras tomadas durante la pandemia de influenza de
A(H1N1) en 2009. Si el indice de anticuerpos tiene un valor mayor a 0.9 se considera
que la muestra presenta anticuerpos.

Como se observa en la Figura 3, la media geométrica para los grupos graves y
criticos, tanto para IgM como para IgG, se encuentra por encima del valor del corte;
sin embargo, no se encontraron diferencias significativas en el indice de anticuerpos
entre estos grupos. Por el contrario, cuando se comparan con el control negativo,
unicamente se observan diferencias estadisticamente significativas para los

anticuerpos de clase IgG a-S2 de SARS-CoV-2 en ambos grupos.
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Figura 3. Indice de anticuerpos a-SARS-CoV-2 en pacientes graves y criticos.

A) indice de anticuerpos IgM a-SARS-CoV-2 B) indice de anticuerpos IgG a-SARS-CoV-2.
Se determiné por el método de ELISA el indice de anticuerpos de los pacientes COVID-19
graves y criticos al ingresar al hospital. (Diferencia significativa para la prueba Kruskal-

Wallis con comparacion multiple de Dunn P<0.05*, P<0.01**)

d. Seroconversién de anticuerpos de pacientes COVID-19 hospitalizados

Para determinar la seroconversion de anticuerpos en los pacientes hospitalizados,
se determind el cambio en el indice de anticuerpos 10 y 20 dias después del inicio
de sintomas; debido a que no todos los pacientes tenian muestras en el periodo
establecido, ya sea por mejoria o desenlace de los mismos, la cohorte final esta
compuesta por 27 pacientes graves y 58 pacientes criticos.

Como se observa en la Figura 4, en pacientes criticos la seroconversién de

anticuerpos para ambas clases presenta diferencia significativa; en contraste con



los pacientes graves que unicamente presentan cambio los anticuerpos de clase
lgG.
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Figura 4. Seroconversion de anticuerpos IgM e IgG en pacientes criticos y graves a
partir del inicio de sinfomas.

A) Correlacion de anticuerpos IgM a-SARS-CoV-2 B) Correlacién de anticuerpos IgG a-
SARS-CoV-2. La correlacion del indice de anticuerpos de los pacientes graves y criticos,
que se determind por el método de ELISA, se realizd a dos tiempos desde la fecha del inicio
de sintomas que reportaron, al dia 10 y 20. (Diferencia significativa para la prueba U de
Mann-Whitney P<0.05%, P<0.0001****)

e. Seroprevalencia de anticuerpos de pacientes COVID-19 convalecientes y
contactos

Por otra parte, para determinar la seroprevalencia de anticuerpos en pacientes
COVID-19 durante su periodo de convalecencia, se analizaron muestras de suero
entre 3 a 4 meses post-infeccidbn y compararon con muestras de personas que
estaban o no en contacto directo con pacientes infectados.

De acuerdo a lo observado en la Figura 5, los pacientes convalecientes a COVID-

19, presentan el mayor indice de anticuerpos tanto de IgM como de IgG con



respecto al resto de los grupos; sin embargo, la diferencia estadistica es significativa
unicamente en los anticuerpos de clase IgG. De igual forma, los contactos leves y
criticos tienen diferencia estadistica significativa en los anticuerpos de clase 1gG,
comparado con el control negativo.

Cabe destacar que, a pesar que la media del indice de anticuerpos de los contactos
leves y altos se encuentra por debajo del corte, varios individuos presentaron niveles

de anticuerpos por arriba del corte, principalmente de clase IgM.
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Figura 5. Seroprevalencia de anticuerpos a-SARS-CoV-2 en pacientes
convalecientes y contactos

A) indice de anticuerpos IgM a-SARS-CoV-2 B) indice de anticuerpos IgG a-SARS-CoV-2.
Se determind por el método de ELISA, el indice de anticuerpos de contactos leves y altos;
asi como de pacientes convalecientes a COVID-19 3 a 4 meses post-infeccion (Diferencia
significativa para la prueba Kruskal-Wallis con comparacién multiple de Dunn *P<0.05,
****P<0.0001).



f. Capacidad de neutralizacion de los anticuerpos en diferentes grupos de
pacientes

Finalmente, para evaluar la capacidad de neutralizacion de los anticuerpos en los
distintos grupos de pacientes COVID-19, se realizé un analisis comparativo de las
muestras que presentaban anticuerpos de clase IgG dirigidos contra la proteina S 'y
el dominio RBD, mediante la determinacion del porcentaje de neutralizacién,
empleando un ensayo de competencia con el virus subrogado. Como se observa en
la Figura 6, no se observan diferencias significativas en el porcentaje de
neutralizacion entre las distintas cohortes de pacientes COVID-19 sin importar el

grado de severidad o periodo de infeccion.

100
c ??
6
g
'”so i n
© m
)
-
Q
[
[<})
e
°\=>60
o
e O |
> (%) -
o 3
(1]
>
c
[
(&)

Figura 6. Capacidad de neutralizacion de los anticuerpos de las diferentes cohortes
de pacientes COVID-19

El porcentaje de neutralizacion se determiné en las muestras de pacientes de las diferentes
cohortes que presentaron anticuerpos IgG dirigidos contra la proteina S de SARS-CoV-2,
determinado mediante ensayos de competencia. (Diferencia significativa para la prueba

Kruskal-Wallis con comparacion multiple de Dunn)



13.Discusion de resultados

Durante la realizacion del presente trabajo, en los meses de marzo a junio de 2020,
la respuesta inmunitaria contra el virus no habia sido estudiada a profundidad. La
mayoria estudios se enfocaban en el desarrollo de técnicas para la determinacion
de anticuerpos que pudieran ser empleadas para el diagnéstico de SARS-CoV-2 (B
et al.,, 2020). Hasta junio de 2020, se habia reportado que la mayoria de los
pacientes internados presentaban seroconversion de anticuerpos durante la fase
aguda de la infeccion, y la mayoria de ellos desarrollaban anticuerpos neutralizantes
qgue correlacionaban con la severidad, pero no necesariamente con la cinética de
produccion (Seow et al., 2020). Sin embargo, los datos publicados no eran
suficientes para correlacionar la respuesta de anticuerpos con caracteristicas
propias del individuo, como sexo, edad o comorbilidades; adicionalmente, muchos
de los estudios no podian ser comparados debido a la implementacién de diferentes
técnicas para la determinacion de los anticuerpos (Post et al., 2020).

Por tanto, en el presente trabajo, se describe el estudio de la respuesta de
anticuerpos en pacientes COVID-19 y contactos cercanos; asi como la
determinacién de aspectos clinicos y capacidad de neutralizacion de cada una de
las cohortes. Para llevar a cabo este trabajo, fue necesario contar con una amplia
cohorte de pacientes COVID-19 que presentaran diferentes grados de severidad
clinica; sin embargo, el acceso a las muestras de todos los grupos fue complicado
debido a la peligrosidad del nuevo virus, de tal manera que las muestras analizadas
correspondian a pacientes que presentaron cuadros clinicos graves o severos que
acudian y eran aceptados en el triage de la UMAE. Los pacientes que ingresaban
eran asignados a diferentes areas de acuerdo al cuadro clinico que presentaban, y
tomando en cuenta lo reportado por Wu y colaboradores quienes recopilaron datos
clinicos del brote inicial en la provincia de Hubei, se clasificaron como pacientes
criticos o graves (Wu & McGoogan, 2020).

De acuerdo con los datos recopilados, no se observa una diferencia entre las
caracteristicas de las cohortes de los pacientes COVID-19 analizados (Tabla 2). La
media de edad de las dos cohortes es similar y correlaciona con estudios realizados
en paises como Espafa, Canada y Holanda, donde el grupo mas afectado es el de



50 a 60 afios (Berry et al.,, 2020; CCAA, n.d.; RIVM, n.d.); sin embargo, otros
estudios describen que la mayoria de pacientes criticos son mayores de 60 afios
(Y. Liu et al., 2020). A pesar que estudios recientes describen que la expresion
génica de ACE2 (receptor de la proteina S de SARS-CoV-2), en epitelio nasal,
aumenta con la edad (Bunyavanich et al., 2020); los resultados sugieren que hay
otros aspectos en los pacientes relacionados con la susceptibilidad al virus.

Un factor importante relacionado a la susceptibilidad es el sexo, los resultados
obtenidos revelan que los hombres padecen la enfermedad mas que las mujeres; si
bien las diferencias entre los sexos estan relacionadas con roles sociales y factores
conductuales, hay mecanismos relacionados a la respuesta inmunitaria que afectan
la severidad (Takahashi & Iwasaki, 2021). En la COVID-19, la localizacién del gen
que codifica la expresion de ACE2 en el cromosoma X aumenta la posibilidad que
las mujeres tengan diferencias en la expresion de este receptor (Komatsu et al.,
2002); sin embargo, esto parece estar mas influenciado por hormonas sexuales
como el estrégeno, como lo demuestran estudios in vitro en lineas celulares y
modelos animales (J. Liu et al., 2010; Scully et al., 2020). Adicionalmente, se ha
reportado que la respuesta mediada por IFN tipo | y lll, que limita la replicacion viral,
es mas robusta en mujeres; por tanto, los hombres tienen mayor susceptibilidad y
vulnerabilidad a infectarse (Blanco-Melo et al., 2020; Gargaglioni & Marques, 2020).
Aunque esto refleja que la poblacién mas susceptible a infectarse son los hombres
mayores de 50 afios, las manifestaciones clinicas difieren entre las cohortes; en
general, aquellos que presentan mas comorbilidades son mas propensos a
desarrollar sintomas que requieren hospitalizacion.

Al igual que lo reportado en diversos meta-analisis, las comorbilidades y sintomas
son mas comunes en pacientes criticos que graves. En los primeros reportes
publicados, los pacientes criticos tenian mayor proporcién de comorbilidades
concomitantes, como enfermedades cardiovasculares, hepaticas o renales, y el
desenlace de estos pacientes estaba relacionado con las comorbilidades originales
(Chen et al., 2020; C. Huang et al., 2020). De acuerdo con los resultados, las
principales comorbilidades son la obesidad y diabetes, lo que sugiere que las

enfermedades metabdlicas son un factor determinante para la severidad; algunos



estudios demuestran que pacientes con sobrepeso y obesidad tienen mayor riesgo
de tener un desenlace fatal, asociado al estado pro-inflamatorio del sindrome
metabalico que favorece el ambiente pro-trombético del epitelio alveolar (Kammar-
Garcia et al., 2020; P. Zhou et al., 2020). Mientras que, los pacientes con diabetes
son mas susceptibles a contraer SARS-CoV-2 y desarrollar mayor numero de
complicaciones, debido a alteraciones inmunolégicas como sobreexpresion de
ACE-2 y mediadores inflamatorios como IL-18 y TNF- a (Ejaz et al., 2020; J. Yang
et al., 2020b).

Durante la infeccién, se ha reportado que los sintomas mas comunes son la fiebre,
fatiga y tos; mientras que los menos comunes incluyen dolor de cabeza, diarrea,
nausea y vomito (Hu et al., 2020). Sin embargo, conforme a lo observado en
pacientes criticos, los principales sintomas son disnea, tos y mialgia; de acuerdo a
lo que plantean otros estudios, la disnea es el principal sintoma relacionado con la
severidad de la enfermedad en virtud que puede ser indicativo de daio pulmonar
(Chen et al., 2020; Guan et al., 2020; Jain & Yuan, 2020; D. Wang et al., 2020).
Por otro lado, los analisis de laboratorio de los pacientes al ingresar a la UMAE
indican que estos presentaban linfopenia, incremento de PCR y dimero D; ademas,
unicamente los pacientes criticos presentaban aumento de CK. Lo que sugiere que
la infeccion por SARS-CoV-2 puede estar relacionada con deficiencias inmunitarias,
inflamacion, coagulacion y dafio muscular cardiaco.

La proteina C reactiva (PCR) producida en el higado, sirve como marcador de
infeccidn e inflamacion; durante este proceso se une a la fosfocolina expresada en
la superficie de las células dafadas y activa la via clasica del complemento,
modulando la actividad fagocitica (Ali, 2020; Marnell et al., 2005; Young et al., 1991).
A pesar que aun no ha sido comprobado, en la COVID-19 se ha sugerido como
marcador de severidad y prognosis, debido a que se ha observado que esta
estrechamente relacionada con el dafio pulmonar, principalmente en pacientes
criticos, al igual que lo reportado en neumonias causada por MERS-CoV (Ko et al.,
2016; Yingxia Liu et al., 2020; Luo et al., 2020; Shang et al., 2020; L. Wang, 2020).
Por su parte, pacientes con valores altos de dimero D tienen peor prognosis por los
problemas relacionados con coagulopatias (Guo et al., 2020; Yu et al., 2020; L.



Zhang et al., 2020). La produccion excesiva de trombina y activacion de la via de la
coagulacion, asociadas a los elevados valores de dimero D, pueden estar
relacionadas con la respuesta pro-inflamatoria prolongada y control insuficiente de
la respuesta anti-inflamatoria, consecuencia de la infeccion (Levi & van der Poll,
2017; L. Zhang et al., 2020).

Los linfocitos (B y T) constituyen la respuesta inmunitaria necesaria para controlar
la infecciodn; las células B producen anticuerpos neutralizantes que pueden unirse al
virus, mientras que las células T reconocen y eliminan las células infectadas
(Channappanavar et al., 2014; Jiang, Hillyer, et al., 2020).

De acuerdo a estudios previos en SARS, se especula que la linfopenia esta
relacionada con la supresion de la médula ésea y destruccion de los linfocitos (Sarzi-
Puttini et al., 2020; L. Tan et al., 2020; M. Yang et al., 2004; Zheng et al., 2020). En
la COVID-19, la linfopenia sirve como indicador de la severidad por su relaciéon con
la respuesta antiviral y susceptibilidad a una respuesta hiperinflamatoria (Henry et
al., 2020); a pesar que, al inicio de la infeccidn por SARS-CoV-2 hay un incremento
de linfocitos T, se ha reportado que pacientes criticos y fallecidos por la COVID-19
presentan valores bajos; de acuerdo a lo reportado por Vadillo y colaboradores,
pacientes fallecidos por la COVID-19 favorecieron la mielopoyesis pero sufrieron de
linfopenia asociada a una apoptosis exacerbada por el aumento de citocinas pro-
inflamatorias (Fathi & Rezaei, 2020; Vadillo et al., 2021; Q. Zhao et al., 2020).
Finalmente, de los valores de laboratorio analizados, se observé que unicamente
los pacientes criticos presentan valores altos de CK; al igual que en diversos meta-
analisis, donde describen que podria considerarse como un marcador de dafo
muscular relacionado con la severidad y desenlace, porque los pacientes fallecidos
por la COVID-19, que experimentan falla multiorganica, incluyendo dafio en rifidon e
higado tienen altos valores (Akbar et al., 2021; Chen et al., 2020; Mao et al., 2020;
Orsucci, 2020).

Para evaluar la respuesta inmunitaria causada por la infeccion de COVID-19 y
determinar si la severidad esta relacionada, se estudio la respuesta de anticuerpos
inducida tras la infeccion por SARS-CoV-2 en las diferentes cohortes.



La determinacién sérica de anticuerpos provee informacion crucial para entender la
infeccion y dinamica de transmision en la poblacién (Weiss & Murdoch, 2020); la
aplicacion de los datos obtenidos depende de factores como el tiempo de deteccion
de los anticuerpos contra el patégeno (tiempo de seroconversion), concentracion a
diferentes tiempos (cinética de anticuerpos) y tiempo de duracién (Lipsitch et al.,
2020). Hasta la fecha, si bien no se conoce completamente la respuesta inmunitaria
en contra de SARS-CoV-2, un gran numero de estudios han sido publicados; sin
embargo, los métodos utilizados y cohortes de pacientes analizadas son distintas
entre cada uno de ellos, lo que genera un desafio en la integracién de los datos
generados (Kontou et al., 2020; Lassauniére et al., 2020; Whitman et al., 2020).
Aligual que en SARS-CoV, el genoma de SARS-CoV-2 codifica principalmente para
cuatro proteinas estructurales [spike (S), de envoltura (E), membrana (M) y
nucleocapside (N)]; de ellas, la proteina S juega un papel esencial en la fusion,
entrada y transmisién viral, esta compuesta por la subunidad S1 responsable de la
unidn entre el virus-receptor y la subunidad S2 responsable de la fusion del virus
con la membrana celular (Jiang, Zhang, et al., 2020).

Como se observa en los resultados obtenidos (Figura 3), al ingreso al hospital, los
pacientes graves y criticos presentan anticuerpos de clase IgM e IgG dirigidos
contra la proteina N y S2; de acuerdo a estudios reportados, pacientes de cohortes
similares presentan anticuerpos de clase IgM e IgG dirigidos contra el virus SARS-
CoV-2 que comienzan a ser detectados a partir del dia 3 y 4 después del inicio de
sintomas (Z. Zhang et al., 2020), esto sugiere que la presencia de la primera linea
de defensa de la inmunidad humoral (IgM) y la respuesta de alta afinidad, juegan un
papel importante en la inmunidad de memoria de larga duracién (IgG). De acuerdo
con lo reportado en otros estudios, que determinaron la dinamica de anticuerpos
especificos contra SARS-CoV-2 por el ensayo de quimioluminiscencia (CLIA), los
picos maximos de anticuerpos tanto de IgM como de IgG en ambas cohortes se
encuentran entre el dia 25 al 27 después del inicio de sintomas, y en el caso de las
IgM, sus valores comienzan a disminuir a partir de esta fecha; sin embargo, es dificil

comparar el tiempo de seroconversion y niveles de anticuerpos observados entre



los estudios debido a la diferencia con el tipo de anticuerpos y antigenos empleados
(Borremans et al., 2020).

Aunque, se ha postulado que la severidad e inmunidad humoral estan
correlacionadas (Haveri et al., 2021; A. T. Huang et al., 2020; J. Zhao et al., 2020),
no se ha detectado que la severidad de los pacientes afecte el pico maximo de
anticuerpos que se alcanza; sin embargo, hay efectos significativos cuando se
considera el tiempo de seroconversion de anticuerpos a partir del periodo del inicio
de sintomas, donde los pacientes criticos presentan una diferencia significativa en
el titulo de anticuerpos para ambas clases entre el dia 10 y 20 desde el inicio de
sintomas (Borremans et al., 2020; Lynch et al., 2021). No obstante, existen estudios
que contradicen los resultados obtenidos y reportan que no se observa una
diferencia entre los anticuerpos de las dos cohortes (Laing et al., 2020). De acuerdo
a evidencia consistente reportada para SARS y MERS, la mayoria sugiere que los
pacientes infectados desarrollan anticuerpos neutralizantes (nAb) los cuales estan
relacionados especificamente con la severidad aunque no necesariamente con la
cinética de anticuerpos (A. T. Huang et al., 2020).

Para determinar la seroprevalencia de los anticuerpos producidos tras la infeccién
asi como la dinamica del virus en la poblacién; se evaluaron los niveles de
anticuerpos en pacientes convalecientes asi como sus contactos de 3 a 4 meses
después del inicio de sintomas; y se determind que los pacientes convalecientes
presentaban anticuerpos de clase IgG pero no de clase IgM, lo cual es consistente
con estudios que reportan la presencia de anticuerpos de clase IgG a los 3 meses
(B et al., 2020; lyer et al., 2020; Ripperger et al., 2020; Wajnberg et al., 2020).
Adicionalmente, a pesar que se observa una diferencia significativa de anticuerpos
de clase IgG en los contactos leves y altos comparados con las muestras pre-
pandemia de influenza, los niveles de anticuerpos son menores a los que presentan
los pacientes convalecientes y algunos de ellos no entran en el limite de deteccidn;
sin embargo, la frecuencia de muestras que se encuentran por arriba de los limites
de deteccidn es principalmente en contactos altos, es decir aquellos que tienen
contacto directo con pacientes COVID-19 o muestras de ellos, lo cual esta

relacionado con el riesgo de exposicion ocupacional al que se encuentran, asi como



el potencial desarrollo asintomatico de la infeccion (Shields et al., 2020). Cabe
resaltar que al momento de la toma de muestra se desconocia si, tanto contactos
leves como altos, habian contraido el virus en algun momento durante la
emergencia sanitaria.

Finalmente, se determindé la capacidad neutralizante de los anticuerpos para
relacionarla con la severidad y seroprevalencia en las diferentes cohortes. Puesto
que la manipulacion del virus de SARS-CoV-2 requiere de instalaciones especiales,
las cuales se encuentran limitadas en el pais y requieren entrenamiento especial, la
capacidad neutralizante se determin6 con un kit de virus subrogado de SARS-CoV-
2 el cual se basa en la inhibicion de la unién entre ACE-2 y RBD por parte de
anticuerpos neutralizantes. Cabe mencionar, que Ila implementacion vy
estandarizacion del kit para la determinacion de los anticuerpos neutralizantes,
realizada durante este trabajo, permitié realizar un estudio de seroprevalencia y
actividad neutralizante de anticuerpos IgG a nivel nacional durante el 2020 (Munoz-
Medina et al., 2021).

De acuerdo a los resultados obtenidos, la capacidad neutralizante no tiene
diferencia estadistica significativa entre los grupos, lo cual sugiere que los niveles
de anticuerpos neutralizantes no son un aspecto determinante en el desarrollo y
desenlace de los pacientes. Estos resultados contrastan con lo reportado por
Garcia-Beltran y colaboradores, quienes observaron menor porcentaje de
neutralizacion en pacientes criticos, los cuales resultaban tener mayor desenlace
(Garcia-Beltran et al., 2021); sin embargo, la presencia de marcadores de
inflamacion elevados en los pacientes sugiere que estos también juegan un papel
importante en el desarrollo y severidad de la infeccion. Estos hallazgos se ven
sustentados con observaciones previas de Woodruff y colaboradores, quien reporto
que los pacientes mas afectados, que presentaban anticuerpos anti-RBD vy la
proteina S, también presentaban altos niveles en sus marcadores de inflamacion y
citocinas pro-inflamatorias (Woodruff et al., 2020). Por tanto, es el conjunto de
factores (marcadores bioquimicos y anticuerpos) los que determinan la severidad y
el desenlace de los pacientes infectados. Por otro lado, cabe resaltar que el ensayo

subrogado de neutralizacion se limita a detectar anticuerpos que bloquean la unién



entre ACE-2 y RBD, sin embargo hay reportes de la existencia de anticuerpos
neutralizantes que se unen a otras regiones de la proteina S, como el dominio
terminal (Cerutti et al., 2021; Chi et al., 2020), los cuales no pueden ser detectados
con el ensayo utilizado en el presente trabajo.



14.Conclusiones

Se determiné que pacientes COVID-19 admitidos en la UMAE del Hospital de
Especialidades del CMN SXXI y que presentaban cuadros clinicos graves o severos
tenian marcadores bioquimicos fuera de los rangos normales y relacionados con
aspectos inflamatorios, como el aumento de PCR, dimero D y CK'y disminucion de
linfocitos.

Asi mismo, aunque durante la permanencia en el hospital no se encontraron
diferencia en los valores de anticuerpos de clase IgM e IgG dirigidos contra las
proteinas Ny S de SARS-CoV-2; los pacientes criticos presentan mayores valores
de anticuerpos. Los cuales pueden ser detectados hasta 4 meses después del inicio
de sintomas en pacientes convalecientes a la infeccion, asi como en algunos de sus
contactos cercanos o personal de salud. Adicionalmente, en todos los pacientes

COVID-19 se observan valores similares de anticuerpos neutralizantes.
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