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MARCADORES DE INFLAMACION EN PACIENTES CON SARS-COV -2
POSITIVOS

RESUMEN

El SARS-CoV-2 es la quinta pandemia desde 1918, desde los primeros informes de
una nueva enfermedad respiratoria viral que surgié en diciembre de 2019 en la
provincia de Hubei, China, la enfermedad se ha extendido a proporciones
pandémicas, infectando a decenas de millones de personas en todos los continentes
poblados y responsable por mas de dos millones de muertes. La caracteristica mas
llamativa de la enfermedad es su heterogeneidad, que va desde la ausencia de
sintomas hasta la enfermedad critica. La edad avanzada, el sexo masculino y las
comorbilidades (incluyendo hipertension, diabetes, enfermedades cardiovasculares,
enfermedad pulmonar obstructiva cronica, enfermedad renal cronica y enfermedad

hepatica cronica) se han asociados con peores desenlaces.

El mecanismo exacto de la lesion vascular en COVID-19 sigue bajo investigacion y
la presencia de inflamacién vascular peueden actuar como marcadores de resultados

adversos y/o un riesgo de mortalidad en pacientes con COVID-19.

Por lo tanto, nos enfocaremos en el estudio de marcadores inflamacion vascular en
pacientes con COVID-19. Para lo cual, durante 3 meses, se realizara una toma de 2 -
4 ml de sangre venosa periférica en tubos con Heparina, a los pacientes que cumplan
con los criterios de inclusion y se obtendra el suero, las muestras se almacenaran a -

70°C hasta su analisis.



MARCO TEORICO

Los coronavirus estan asociados a infecciones en animales y humanos y no fueron
considerados patdégenos hasta el brote del sindrome respiratorio agudo severo
(SARS) en 2002 y 2012, en China. Afos después e 2010 surgi6 en Oriente medio un
nuevo coronavirus (MERS-CoV), ambos con afinidad por tejido pulmonar a través de
receptores ACE 2 y DPP4 respectivamente [1].

Los coronavirus son mimebros de la familia Coronaviridae y 6rden Nidovirales. Esta
subfamilia consta de 4 géneros, Alphacoronavirus, Betacoronavirus,
Gammacoronavirus y Deltacoronavirus. Con base a sus relaciones filogenéticas y
estructuras genomicas [2]. Los alfacoronavirus y betacoronavirus infectan sélo a
mamiferos, mientras que gammacoronavitus y deltacoronvirus afectas aves y
mamiferos. Los alfacoronavirus y betacoronavirus son conocidos por causar
enfermedades respiratorias y gastrointestinales en humanos y animales. SARS-CoV
y MERS-CoV causan un sindrome respiratorio severo en humanos. Las bases de
datos registradas apuntan al origen animal de todos los coronavirus humanos,

principalmente en murcielagos [3].

En Diciembre del 2019 aparecié un nuevo coronavirus, conviertiendose en la quinta
pandemia después de la pandemia de gripe en 1918. El primer caso se reporto en
Wuhan China, con un inicio de sintomas el 1 de Diciembre del 2019. Al principio, la
enfermedad fue denominada Neumonia de Wuhan y posterior al secuenciacion del
genoma completo se demostré una nueva cepa [4]. La Organizacion le nombré
provisionalmente nuevo coronavirus 2019 (2019-nCoV) y en Enero del 2020, se
nombré oficialmente enfermedad infecciosa por coranavirus 2019 (COVID-19), mas
tarde el Comité Internacional sobre Taxonomia de Virus oficialmente lo designé como
SARS-CoV-2 basandose en la filogenia, taxonomia y la practica establecida [5].
Desde su surgimiento en China el virus se esparcio rapidamente por todos los
continentes a lo largo del mundo y en Marzo del 2020 la OMS caracteriz6 a este

fendbmeno como pandemia [6].
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SAR COV 2 es un betacoronavirus, con envoltura, de secuencia muy similar a SARS
COV 1 con una similitud del 80%. La envoltura viral esta recubierta por la glicoproteina
spike (S), proteinas de la envoltura (E) y de la membrana (M). La entrada del virus a
la célula huesped esta mediada por la proteina S a través del receptor ACE2, que se
une al dominio de peptidasa de la enzima convertidora de angiotensina 2 (ACE 2) [7].
La ruta de transmision es a través de gotas respiratorias infectadas, la infeccion se
produce con el contacto directo o indirecto con la mucosa nasal, conjuntival u oral.
Los receptores se encuentran principalmente en el epitelio del tracto respiratorio
desde la orofaringe y vias respiratorias superiores. La transmision es favorecida en

espacios cerrados, pobremente ventilados y en multitudes [8].

PATOGENIA

El SARS-CoV 2 se une al ECA y se inicia la replicacion activa, con la liberacion del
virus en células pulmonares aparecen sintomas inesepcificos como mialgias, fiebre,
cefalea y sintomas respiratorios. Este receptor se encuentra en el epitelio de otros
organos como el intestino, células endoteliales del rifion y vasos sanguineos, lo que
explica los sintomas gastrointestinales y la complicaciones cardiovasculares [9]. La
principal patologia por COVID 19 es la infeccién de las vias respiratorias por un
sindrome respiratorio agudo severo resultante de exceso de inflamacion, enfermedad

respiratoria con tormenta de citocinas y sindrome de dificultad respiratoria aguda [7].

RESPUESTA INFLAMATORIA

El endotelio vascular mantiene la homeostasis inmunoldgica, vias trombdéticas y
fibrinoliticas. Secundario a SARS-CoV-2 se genera la desregulacidon de estas vias,
provocando una enfermedad grave con alteraciones clinicas caracterizadas por
desequilibrio inmune, activacion del SRAA y un estado protrombotico. La
acumulacion de evidencia, imagenes y observacion clinicas han aclarado a COVID 19
como una enfermedad vascular [10]. SARS-CoV-2 utiliza ACE 2 para facilitar la
entrada a células diana y facilitar la infeccion, mediada por serina proteasa de
transmembrana 2 (TMPRASZ2) y catepsina L que escinden la proteina S en la particula

viral para permitir el acoplamiento con ACE2 [11].
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Las células endoteliales y pericitos cardiacos expresan ACE 2 convirtiéndolas en
objetivo directo de la infeccién por SARS-COV 2. El lecho vascular pulmonar muestra
graves alteraciones comparadas con pacientes infectados de influenza, presentando
trombosis, microangiopatia generalizada, activacion endotelial y angiogénesis
extensa[12]. Estos hallazgos establecen el papel de SARS COV 2 en la lesion del
sistema vascular con disfuncion vascular importante [13], relacionado con la tormenta
de citocinas, sindrome de activacion de macrofagos, estado hiperinflamatorio con
consiguiente disfunsion endotelial [14]. La activacion endotelial secundario a
mediadores inflamatorios como IL1, IL6, PAMS, DAMS, promueve la inflamacién
localizada que inducen la expresion génica proinflamatoria promoviendo el
reclutamiento de células inflamatorias a tejidos infectados, asi mismo hay fuga
vascular secundario a la permeabilidad endotelial, alterando la capacidad trombatica
de la superficie. Esto junto con la activacion de neutrdfilos conduce a trampas
extracelulares de neutrofilos contribuyendo a la respuesta a patdégenos y trombosis
[15].

También hay activacion del TLR, por el reconocimiento viral, con aumento de la
produccion de especies reactivas de oxigeno [16]. Una respuesta inmune aumentada
y un estado protrombético secundario a mediadores innatos conducen a una cascada
promueven disfuncion y dafio profundo micro y macrovascular de la células endotelial
con otras funciones del endotelio. Las células endoteliales pulmonares tienen un
papel importante en la vigilancia inmunologica, mantienen la integridad alveolar y
aseguran el intercambio adecuado de oxigeno. La infeccion viral directa y la
respuesta inflamatoria sistémica podrian conducir a disfuncion grave de células

endoteliales agravando la hipoxia, dificultad respiratoria [17].

TROMBOSIS

El endotelio forma papel clave entre el mantenimiento de la homeostasis sistemas
procoagulantes y fibrinoliticos en el sistema vascular. El endotelio forma una barrera

ente el subendotelio y los factores procoagulantes. En estados de estrés las células
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endoteliales expresan mas inhibidor 1 del plasminogeno, factor tisular y liberan FVW,
ademas reducen la actividad de la trombomodulina y activador tisular del
plasminégeno favoreciendo la formacion de trombos, asi mismo los efectores
inmmunitarios pueden propagar la trombosis como la formacion de NET. Estos
cambios conducen a la disfunsion endotelial, la activacion de de la cascada de
coagulacion, supresion de mecanismo fibrinoliticos con un medio protrombético
resultante [18], que conducen a enfermedad trombdética tanto microvascular como
macrovascular difusa en el paciente [19]. Pacientes con COVID 19 tienen un aumento
de el fibrindbgeno, productos de degradacion de fibrina, dimero D, factor VW y estas
elevaciones se relacionan con la gravedad de la enfermedad y el riesgo trombotico
[20,21].

Hay evidencia de una alta incidencia de trombosis venosa profunda asi como
trombosis arterial pulmonar in situ por un estado procoagulante. Se ha encontrado
embolia pulmonar en hospitalizados especialmente graves y aquellos que no reciben
anticoagulacion profilactica [22], asi como un aumento de la incidencia de accidentes

cerebrovaculares, siendo un factor de riesgo cerebrovascular [23].

SISTEMA RENINA ANGIOTENSINA ALDOSTERONA

ACE 2 juega papel contraregulador del SRAA pues escinde la angiotensina Il en
angiotensina | y esta ultima en angiotensina. Producto de estas reacciones se generan
péptidos con potentes propiedades antiinflamatorias, antioxidantes y antifibroticas.
SARS COV 2 limita la expresion de ACE2 al promover su escision por la
desintegracion de proteinasa A especializada y metaloprotinasa 17 su
desprendimiento de la superficie celular, lleva a un reduccién del papel protector de

esta Ultima [24].

Este proceso provoca efectos deletereos sobre el sistema cardiovascular a través de
receptores de angiotensina Il tipo 1, activando vias vasoconstrictoras inflamatorias y
fibréticas, mismas que entorpecen funciones endoteliales como reclutamiento de

monocitos, formacion de ROS, activacion de vias proinflamatorias (NF-kB) asi como
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produccion del inhibidores del activador del plasmindgeno en las células endoteliales
[25].

Se encontré mayor activacion de SRAA en pacientes con SARS COV 2, asi mismo la
alteracion de la regulacién de la Angiotensina Il contribuye al estrés oxidativo en en

endotelio, con aumento de las especies reactivas de oxigeno. [26].

MARCADORES DE INFLAMACION

Los marcadores sanguineos pueden clasificarse en tres tipos diferentes: marcadores
de riesgo, marcadores clinicos o diagnosticos y marcadores prondsticos. En el
contexto de las enfermedades cardiovasculares, los marcadores sanguineos
analizados habitualmente informan, sobre todo, el estado inflamatorio de los vasos
sanguineos [27].

Entre los principales marcadores sanguineos de inflamacion vascular se encuentran

los siguientes:

Proteina C reactiva (PCR).- Es wuna proteina inflamatoria de fase aguda
homopentameérica, cuyos niveles aumentan en respuesta a una lesion, infeccion o
inflamacion. La PCR es el principal marcador inflamatorio de la respuesta de fase
aguda y se sintetiza principalmente por biosintesis hepatica dependiente de IL-6.
Activa la fase liquida y fase mediada por células del complemento y se une a lo
porcidn Fc de IgG que conduce a la liberacién de citocinas proinflamatorias. Esta
molécula no so6lo es un marcador de inflamacion sino juega un papel activo en el
proceso de inflamacién pues inhibe la produccion de Oxido nitrico mediante la
regulacion a la baja de eNOs en células endoteliales provocando una funcion alterada

de las misma, suprimiendo la dilatacion vascular [28].

MRP8/14.- Son dos proteinas de unién a calcio que pertenecen a la familia de
proteinas S100. Las dos proteinas pueden formar complejos, particularmente un
heterodimero que también se expresa en la superficie de los monocitos infiltrantes en
inflamaciones agudas. La formacion del heterodimero esta notoriamente ausente en
las lesiones inflamatorias cronicas, pero se ha reportado que los monocitos expresan

MRP8 o MRP14 y no ambos como en la inflamacion aguda. En todos los modelos de
14



inflamacion probados hasta ahora, las células que llegaron primero a la lesion fueron
positivas para MRP8 y MRP14. El MRP8/14, que es idéntico al antigeno de la fibrosis
quistica, también se encuentra en los fluidos corporales en condiciones inflamatorias
y, por tanto, puede considerarse como un marcador de inflamacion muy sensible. Los
complejos MRP8/14 solubles pueden ejercer diferentes funciones, como: la inhibicion
de caseina cinasas, la unién a proteinas del citoesqueleto y efectos antimicrobianos.
MRP8 y MRP14 representan asi dos nuevos parametros moleculares de los eventos
tempranos de reacciones inflamatorias que revelan aspectos interesantes de las

reacciones inflamatorias crénicas [29].

IL-6.- Es una citocina circulante secretada en gran parte por macrofagos y linfocitos
activados. Las actividades biologicas de IL-6 se inician tras su union a un complejo
receptor de alta afinidad que consta de dos glicoproteinas de membrana. La IL-6 junto
con otras proteinas inflamatorias son mediadores sistémicos de la respuesta aguda a
la infeccion y la inflamacién [28].

IL-4.- La interleucina-4 es una citocina tipo | pleiotropica multifuncional secretada por
células T auxiliares activadas, basofilos, eosinofilos y mastocitos. Funcionalmente,
la IL-4 induce la diferenciacidn de células T virgenes estimuladas por antigeno a un
fenotipo Th2. También regula el cambio de clase de inmunoglobulina para que los
linfocitos B expresen IgE, regula la apoptosis, la proliferacion celular y la expresion
de varios genes en diferentes tipos de células, como fibroblastos, macréfagos, células
endoteliales y epiteliales.

La evidencia reciente sugiere un papel potencial para la IL-4 en la generacion de un
entorno proinflamatorio en las células endoteliales vasculares. Estas alteraciones
incluyen un cambio del fenotipo anticoagulante a un estado procoagulante, aumento
de la produccion de sustancias vasoactivas, expresion de moléculas de adhesion
celular, sintesis de mediadores inflamatorios que incluyen quimioatrayentes y
disfuncion de la barrera endotelial que causa fuga microvascular. La IL-4 tiene efectos
proaterogénicos e induce la apoptosis de las células endoteliales, lo que provoca un

aumento del recambio de células endoteliales [30,31].
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IL-2.- La interleucina-2 es una citocina pleiotrépica de cuatro haces helicoidales tipo
1, es producida principalmente por los linfocitos T CD4, después de su activacion por
el antigeno que impulsa el crecimiento de las células T, aumenta la actividad citolitica
de NK, induce la diferenciacion de las células T reguladoras y media la muerte celular
inducida por la activacion. Asi mismo provoca la activacién de al menos tres vias
principales de sefalizacion: fosfoinositol 3-quinasa, MAP quinasa y JAK-STAT, juntas,
estas tres vias de sefalizacion median el crecimiento celular, la supervivencia, la
muerte celular inducida por activacion y diferenciacion celular. La IL-2 también regula
la respuesta inmunitaria, interviene en la respuesta inflamatoria estimulando la
sintesis de interferon, induce la liberacion de IL-1, TNF-alfa y TNF-Beta [32,33].

La gravedad de las enfermedad endotelial guarda relacion con la afeccion vascular,
por ello los marcadores de dano vascular destacan en el diagndstico y prondstico de
estas enfermedades. Entre los principales marcadores sanguineos de dafo endotelial

se encuentran los siguientes:

Fibrinégeno.- Es una molécula esencial para la formacidén del coagulo sanguineo. La
concentracion de esta molécula es un reflejo de la capacidad de coagulacion del
organismo. Se considera un marcador de la fase aguda, es decir, sus niveles pueden
aumentar de manera evidente ante cualquier situacion que cause inflamacién o lesion
en los tejidos. Se ha relacionado el fibrindgeno y los productos de degradacién en la
regulacion de la respuesta inflamatoria en varios tejidos y estan asociados con su
capacidad de unirse y activar una amplia gama de células inmunes a través de
distintas interacciones ligando- receptor. EI aumento de contenido del fibrinbgeno en
sangre se considera un indicador de un estado proinflamatorio y marcador de alto
riesgo para desarrrollar enfermedades vasculares inflamatorias [34].

NGAL.- La lipocalina asociada a gelatinasa de neutrofilos (NGAL) es una pequeia
glucoproteina expresada en células endoteliales, hepaticas, musculo liso,
cardiomiocitos, neuronas y células inmunes, Se ha demostrado que los niveles
séricos o plasmaticos de NGAL se correlacionan con otros marcadores inflamatorios
como TNF-a, PCR, IL-6 y numero de leucocitos en la insuficiencia cardiaca y otras
patologias inflamatorias. La expresion de NGAL puede ser inducida por varios
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estimulos proinflamatorios como LPS, IL-1B, IL-6,IL-17, IFN-y y TNF-a, segun el tipo
de célula. Ademas la expresién de NGAL esta regulada positivamente por la activacion
de la via NF-kB, como IL8 e inducir la expresién de moléculas proinflamatorias como
IL8, IL-6, IL1-a, TNF-a y MCP-1, estos datos sugieren un circulo vicioso en el que
NGAL se sobreexpresa en condiciones inflamatorias y pueden a su vez potenciar la
inflamacioén al inducir la expresion de mediadores inflamatorios [35, 36].

MMP-2: Las metaloproteinasas son enzimas involucradas en la degradacion de la
membrana basilar que facilitan la migracidn de células. Son producidas en la mayoria
de tejidos, conectivo, leucocitos, macrofagos, células endoteliales vasculares y células
neoplasicas. Estas pueden ser utilizados como biomarcadores de gravedad en la
inflamacion y dafio para el pronostico. Se ha relacionado con la mortalidad de
pacientes de la UCI [37, 38].

Osteopontina (OPN).- Es una proteina de matriz extracelular (ME) no colagena rica en
acido sialico fosforilado que funciona en una variedad de procesos biologicos, que
incluyen inflamacion, inmunidad, reparacion de heridas, tumorigénesis, adhesion
celular, migracion celular, mineralizacion 6sea y remodelacion. Es un componente
unico de la ME que puede desempefar un papel importante en el control del
crecimiento vascular. La expresion disminuida de OPN se ha relacionado con una
neovascularizacion deteriorada, mientras que se ha encontrado que la sobreexpresion

de OPN aumenta durante la angiogénesis [39].

Factor de necrosis tumoral alpha (TNF-a).- Es una citocina multipotente producida
principalmente por macrofagos activados, se ha implicado en varios procesos
biolégicos que incluyen inflamacion, inmunorregulacion y angiogénesis. [43]. Actua
directamente sobre el endotelio vascular y se asocia a con dafio del mismo asi mismo
se ha relacionado con el SDRA y falla de multiples sistemas ya que este incrementa
la permeabilidad vascular independiente de los efectos producidos por las células
inflamatorias [40,41].

Procalcitonina.- Es una proteina que consta de 116 aminoacidos y es el péptido

precursor de la calcitonina, se ha utilizado como marcador de infeccion grave asi como
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correlacion negativa con el inicio del tratamiento antibidtico. Se produce de manera
ubicua en respuesta a endotoxinas o mediadores liberados en respuesta a infecciones
bacterianas como interleucina -1b, factor de necrosis tumoral alfa e IL-6 y se
correlaciona fuertemente con la extension y la gravedad de la infeccidn principalmente

bacterianas.

La procalcitonina afecta adversamente varios aspectos de la funcion de las células
endoteliales. A partir de una concentracion tan baja como 0,02 ng/mL y hasta 100
ng/mL, la procalcitonina deteriord la migracion endotelial y la formacion de nuevos
vasos tanto in vitro como in vivo; informan que la procalcitonina aumenta la produccién
de oxido nitrico inducida por TNFa y lipopolisacarido en las células del musculo liso
vascular, lo que podria contribuir a la vasoplejia. asociado con la condicidén séptica.
[42,44].

JUSTIFICACION

El endotelio muestra una gama de funciones estrictamente reguladas que controlan
la vasoconstriccion, inflamacidn, estrés oxidativo, permeabilidad vascular y
estructura. Si bien estas funciones participan en la regulacion de la circulacion y
defensas del huesped, también pueden contribuir a la enfermedad cuando sus
funciones homeostaticas y defensivas se sobrepasan y se vuelven contra el
hospedero. ElI SARS-CoV-2, el agente etiolégico de COVID-19, produce
manifestaciones sistémicas a multiples 6rganos incluidos los pulmones, cerebro,
rifiones y los vasos sanguineos. Esto incluye el papel del endotelio vascular en el
reclutamiento de leucocitos inflamatorios que contribuyen al dafio tisular y liberacion
de citocinas, claves, en el sindrome de dificultad respiratoria aguda, coagulacion
intravascular diseminada y complicaciones cardiovasculares en COVID-19. El
caracteristico estado hiperinflamatorio y procoagulante de COVID-19 implica un
papel critico del endotelio, tanto como factor que contribuye a la inflamacion y
trombosis, como érgano diana, cuya disfuncion puede contribuir a mal prondstico,

Los marcadores de inflamacion vascular deben evaluarse por su valor en la
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estratificacion del riesgo en pacientes con COVID-19, ademas de las implicaciones

clinicas y dianas terapéuticas en pacientes que sobreexpresan estos marcadores.

PREGUNTAS DE INVESTIGACION

¢ La infeccion por SARS-CoV-2 induce la produccion de marcadores inflamatorios en
los pacientes?
¢ Existe alguna relacion entre los marcadores inflamatorios en pacientes SARS-CoV-

2 positivos y el desenlace de la enfermedad?

OBJETIVOS

Determinar la concentracion de marcadores inflamatorios en suero de pacientes
SARS-CoV-2 positivos.
Correlacionar la concentracion de los marcadores inflamatorios de pacientes SARS-
CoV-2 positivos marcadores de laboratorio clinico.

METODOLOGIA

Disefio de la investigacion

El estudio propuesto es prospectivo, observacional, analitico y longitudinal.

Definicién de la poblacién

Pacientes con casos de infeccion por SARS-CoV-2 confirmados por RT-PCR que
ingresen al tercer piso ala Norte del edificio de Hospitalizacion, con y sin antecedentes
de enfermedades cardiovasculares, para el estudio de las concentraciones de

marcadores de inflamacion y dafio cardiaco en sangre periférica.
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Tamarnio de la muestra

Se realizara un muestreo no probabilistico, a conveniencia, en el que se incluira a los
pacientes que cumplan con los criterios de inclusion, de nuevo ingreso en el tercer
piso ala Norte del edificio de hospitalizacién del Hospital Juarez de México, en un
lapso de 3 meses, a partir de la fecha de aceptacion del protocolo.

Criterios de inclusion

Pacientes de ambos géneros, mayores de 18 y menores de 60 afos, con
sintomatologia respiratoria que ingresen al tercer piso ala Norte del edificio de
Hospitalizacion.

Pacientes con o sin antecedentes de enfermedades cardiovasculares o
comorbilidades asociadas (hipercolesterolemia, hipertension, diabetes u obesidad).
Pacientes cuyos familiares acepten la participacion del mismo en el estudio al firmar

el Consentimiento Informado.

Criterios de no inclusidn

Pacientes con enfermedad neoplasica, enfermedad autoinmune o de caracter
inflamatorio no relacionado a la inflamacién vascular o enfermedades cardiacas.

Criterios de exclusion

Revocacion del consentimiento informado.
Problemas técnicos en el procesamiento de la muestra.

Prueba RT-PCR negativa para SARS-CoV-2.

Definicion de variables

[ 1 Cualitativas
Género: masculino o femenino
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Factores de riesgo: Tabaquismo, obesidad, diabetes mellitus, hipertensién e
hipercolesterolemia.

[ ]  Cuantitativas

Edad: afnos
Peso: kilogramos

Talla: metros

Marcadores en suero de Inflamacion:

Proteina C Reactiva (PCR), MRP8/14, procalcitonina, ferritina, NGAL, MMP-2, OPN,
IL-17, IL-6, IL-4, IL-2, IFNg, TNF-a e IL-10.

Co-variables: hipoxia severa, sepsis, inflamacién sistémica, dimero-D, biometria
hematica (numero total de las poblaciones de leucocitos, linfocitos, monocitos,

neutroéfilos y plaquetas).

TECNICAS, INSTRUMENTOS Y PROCEDIMIENTOS DE RECOLECCION DE LA
INFORMACION

Toma y procesamiento de las muestras.

Alingreso de los pacientes con sintomatologia respiratoria a Urgencias, previo al inicio
del esquema de tratamiento, se les toma muestra sanguinea para realizar estudios de
gabinete (BH, TGO, TGP, DHL, CK, CK-MB, DHL, FA, GGT, amilasa, lipasa,
creatinina, BUN, urea, sodio, potasio, cloro, calcio, tiempos de coagulacion)

Posteriormente, algunos pacientes son trasladados al tercer piso ala Norte del edificio
de Hospitalizacion, donde se les realizan otros estudios de gabinete como: HDL, LDL,
TGO, procalcitonina, dimero-D, fibrinogeno, VSG, ferritina, PCR, y en caso de
sospecha de IAM o trombosis pulmonar, troponinas. Asi como la prueba diagndstica
para COVID-19 por RT-PCR.
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El personal médico capacitado (residentes de Medicina Interna) verificara si los
pacientes cumplen con los criterios de inclusién y solicitara el consentimiento
informado a los familiares. De ser otorgado, se aprovechara la puncion o la toma de
muestra por cateter para los estudios de gabinete y se realizara una toma extra de 2
- 4 ml de sangre venosa periférica en tubos con Heparina.

Las muestras se centrifugaran a 600g por 5 minutos a 10° C para obtener el suero,
gue se separara en dos alicuotas que se almacenaran a -70°C para posteriormente

cuantificar marcadores de inflamacion y dafio cardiaco.

Determinacion de moléculas de inflamacion

Para la cuantificacion de las moléculas de inflamacion (MRP8/14, mioglobina, NGAL,
MMP-2, OPN) en suero se usara un sistema de perlas de captura LEGENDplex
(BioLegend) para lo cual ocuparemos el Kit Human Vascular Inflammation Panel 1,
tomando en cuenta las recomendaciones del fabricante. El contenido de cada tubo
sera suspendido en solucion de lavado para la adquisicién en el citometro de flujo
FACSAria lll, posteriormente los datos seran analizados usando BiolLegend’s
LEGENDplexTM Data Analysis Software.

Determinacidn de citocinas en suero por citometria de flujo

Para la cuantificacion de interleucinas inflamatorias en suero se utilizara el sistema

Cytometric Bead Array (CBA) de BD Biosciences para interleucinas TH1, Th2 y Th17
(IL-17, IFNg, TNF-a, IL-10, IL-6, IL-4, IL-2), bajo las indicaciones descritas por el
fabricante. Para esto, se colocara en un tubo para citometria un volumen de la
suspension con las perlas de deteccion de interleucinas y el reactivo de deteccion
(que contiene ficoeritrina) mas un volumen de la muestra o del estandar. Se mezclara
e incubara durante 3 horas en oscuridad a temperatura ambiente; después de este
tiempo se procedera al lavado y el contenido de cada tubo sera resuspendido en
solucion de lavado para la adquisicion en el citometro de flujo FACSAria Il y su

posterior analisis mediante el software FCapArray.
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ANALISIS E INTERPRETACION DE LOS RESULTADOS

La informaciéon sera integrada en una base de datos electronica disefiada
especificamente para este estudio. Se aplicara la prueba estadistica de Wilcoxon para
determinar las diferencias entre las concentraciones de marcadores en suero, y
pruebas de correlacion de Pearson para asociar 2 variables. Asi como la obtencion de
frecuencias y una correlacion lineal multiple entre las variables. Se consideraran con

significancia estadistica los valores de p < 0.05, con intervalo de confianza del 95%.

RECURSOS

El Hospital Juarez de México es un Hospital COVID, por lo que contamos con areas
de hospitalizacion donde se ingresa a los pacientes con sintomatologia respiratoria
que se complican. A los cuales por protocolo se les realiza la prueba diagndstica por
RT-PCR. La manipulacion de la muestra de sangre, la separacion por centrifugacion
y el almacenamiento se realizara dentro de las instalaciones del Hospital, donde se
espera contar con un area designada para este fin. Ademas, la investigadora principal
cuenta con el equipo e infraestructura necesaria para la realizacion del proyecto, lo
anterior, proporcionado por la Escuela Nacional de Ciencias Bioldgicas, IPN;

Institucion a la que se encuentra comisionada oficialmente.

ASPECTOS ETICOS

El presente trabajo requiere de la toma de una muestra de 2 — 4mL sangre periférica.
La muestra de sangre se empleara unicamente para los propédsitos de investigacion
descritos en este protocolo; toda la informacidn sobre los pacientes sera manejada de
manera confidencial y los resultados obtenidos no afectaran de ninguna manera el
tratamiento del paciente, que sera responsabilidad del personal médico tratante. Antes
de realizar la toma de muestra, si el paciente decide participar en el estudio, firmara
una carta de consentimiento informado. En el caso de que el paciente no tenga la
capacidad de firma al momento de ingreso, los familiares pueden firmar la carta de

consentimiento informado.
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ASPECTOS DE BIOSEGURIDAD

Las muestras se procesaran dentro del Hospital, tomando en cuenta las medidas de
seguridad necesarias para disminuir el riesgo de contagio. Una vez separando el
suero, sera almacenandolo a -70°C hasta la determinacién de las proteinas solubles.
Por lo que se utilizaran las medidas de manejo de los residuos peligrosos biolégico

infecciosos (RPBI) en unidades de salud.

El objetivo primordial de esta norma (NOM-087-ECOL-SSA1-2002) es proteger al
personal de salud de los riesgos relacionados con el manejo de estos residuos, asi
como proteger el medio ambiente y a la poblacién que pudiera estar en contacto con
estos residuos dentro y fuera de las instituciones de atencidn médica.

La determinacion de las proteinas solubles se realizara en placa, por lo que se
determinaran hasta que se termine el periodo de toma de muestra. La manipulacion
de las muestras se realizara en el Hospital, mientras que la adquisicion de las mismas
se llevara a cabo en la Escuela Nacional de Ciencias Biologicas, IPN. Cabe mencionar
que una vez completada la metodologia, las placas de 96 pozos solamente
contendran las perlas de captura y los analitos solubles por lo que su transportacion

es segura.

[ 1 Riesgos
Este estudio se encuentra clasificado como de riesgo minimo debido a que las
muestras de sangre venosa seran tomadas por el personal capacitado. Los
riesgos/molestias de la toma de sangre para las muestras del laboratorio son
minimos y no graves. Algunas personas experimentan mareo, pequefios sangrados
0 molestias menores en el lugar de la puncidén con la aguja para sacar la sangre
como moretones o dolor. Siempre se utilizara material nuevo, estéril y desechable

para la toma de muestras de sangre.

El disefio del estudio lo coloca en la fraccion Il del articulo 17 del Reglamento de la

Ley General de Salud en materia de Investigacion para la Salud.
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ARTICULO 17.- Se considera como riesgo de la Investigacion a la probabilidad de

que el sujeto de investigacion sufra algun darfio como consecuencia inmediata
o tardia del estudio.

Il. Investigacion con riesgo minimo: Estudios prospectivos que emplean el
riesgo de datos a traveés de procedimientos comunes en examenes fisicos o
psicolégicos de diagnosticos o tratamiento rutinarios, entre los que se
consideran: pesar al sujeto, pruebas de agudeza auditiva; electrocardiograma,
termografia, coleccion de excretas y secreciones externas, obtencion de
placenta durante el parto, coleccion de liquido amnidtico al romperse las
membranas, obtencion de saliva, dientes deciduales y dientes permanentes
extraidos por indicacion terapéutica, placa dental y calculos removidos por
procedimiento profilacticos no invasores, corte de pelo y ufas sin causar
desfiguracion, extraccion de sangre por puncion venosa en adultos en buen
estado de salud, con frecuencia maxima de dos veces a la semana y volumen
maximo de 450 mL. en dos meses, excepto durante el embarazo, ejercicio
moderado en voluntarios sanos, pruebas psicoldgicas a individuos o grupos en
los que no se manipulara la conducta del sujeto, investigacion con
medicamentos de uso comun, amplio margen terapéutico, autorizados para su
venta, empleando las indicaciones, dosis y vias de administracion establecidas
y que no sean los medicamentos de investigacion que se definen en el articulo

65 de este Reglamento, entre otros
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RESULTADOS Y DISCUSION

Se incluyeron en el analisis un total de 24 pacientes con diagnostico de COVID-19
confirmado por RT-PCR. Se dividi6 a la poblacién en 2 grupos, el primer grupo fue
de pacientes internados en la UCI sobrevivientes a la infeccion por SARS CoV-2, el
segundo grupo fue de pacientes internados en la UCI no sobrevivientes a la
infeccion por SARS CoV-2. Del total de pacientes incluios en el proyecto, el 20.9%

correspondio al sexo femenino y 79.1% fueron del sexo masculino.

Ambos grupos fueron homogéneos y no se encontraron diferencias
estadisticamente significativa en las variables de edad (p =0.5058), género, IMC (p
=0.5423) y comorbilidades entre ambos grupos teniendo una p > 0.05 para dichas
variables (Tabla 1).

TABLA 1.
Vivos Muertos Valor de p
N 12 12
Género 9M/3F 1I0M/2F
(M/F)
Edad (afios) 54 +7 57 +11 0.5058
(M £ SD)
Peso (Kg) 75116 78 £12 0.5245
(M £ SD)
Talla (m) 1.62+0.07 1.62+0.07 0.9769
(M £ SD)
IMC 28+6 304 0.5423
(Kg/m2) (M
+ SD)

Tabla 1. Datos demograficos de la poblaciéon de estudio. La poblacién de estudio se dividié en dos grupos, el primero es el
grupo de pacientes internados en la UCI que sobrevivieron a la infeccién por SARS-CoV-2 (Vivos) y el segundo es el grupo
de pacientes internados en la UCI que no sobrevivieron a la infeccién por SARS-CoV-2 (Muertos). Se realizé la prueba
estadistica T de Student para los parametros aplicables. Ningin valor de p mostré una diferencia estadisticamente
significativa. M+SD (media % desviacion estandar).
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En nuestro estudio se encontré6 una mayor mortalidad en hombres, lo cual
concuerda con diversos meta-analisis, entre los que destaca los hallazgos
encontrados por Zheng et. al [45], donde se encontré que las mujeres son menos
susceptibles a las infecciones virales que los hombres, posiblemente debido a la
proteccion del cromosoma X y las hormonas sexuales, que juegan un papel
importante en el desarrollo innato e inmunidad adaptativa [46]. Por otro lado,
Takashi et.al. reportan una inmunidad innata mejorada en mujeres en comparacion
con los hombres y una activacion deficiente de las células T en los hombres en

comparacion con las mujeres [47 ].

En relacion al conteo de célula inmunitarias representados en la Tabla 2, se
encontré que hubo diferencias estadisticamente significativas en el conteo absoluto
de Monocitos (p =0.0001), Neutrdéfilos (p =0.0082) y Plaquetas (p =0.0035), sin
embargo no hubo diferencias estadisticamente significativas con respecto al conteo
de Linfocitos (p =0.1464) ni la cuenta absoluta de Leucocitos (p =0.2910) en las 2

poblaciones estudiadas.

TABLA 2.
Vivos Muertos Valor de p
(M £ SD) (M £ SD)

Leucocitos 8619 + 2909 10361 £ 4760 0.2910
(Cta. Abs.)

Linfocitos 1055 + 360.1 832.7 £ 364.6 0.1464
(Cta. Abs.)

Monocitos 573.3 £295.7 53.25+35.15 0.0001
(Cta. Abs.)
Neutrofilos 6733 £ 2768 3184 £ 3203 0.0082
(Cta. Abs.)

Plaquetas 362250 + 172308 + 0.0035
(Cta. Abs.) 149961 134128

Tabla 2. Cuenta absoluta de células inmunitarias. Se muestran los valores de media y desviacién estandar (M+SD) de la
cuenta absoluta de leucocitos, linfocitos, monocitos, neutréfilos y de plagquetas de ambos grupos (Vivos y Muertos). Se
realizd la prueba estadistica T de Student para cada poblacion celular. Los valores de p con diferencia estadisticamente
significativa, se resaltan.
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Estos resultados difieren de lo reportando en la literatura, puesto que la mayoria de
autores reportan la presencia de netrofilia en pacientes infectados por SARS CoV-
2 [48,49], asi mismo la presencia de esta se relaciono directamente con la presencia
de sintomas respiratorios graves y desenlaces fatales en pacientes con COVID-19.
Un metaanalisis realizado por Lippi et al., sefialé que entre el 35% y el 75% de los
pacientes desarrollaron linfopenia y esta fue una caracteristica frecuente en los
pacientes pacientes que fallecieron por la enfermedad. Lippi G y Plebani M
reportaron que la presencia de linfopenia es un hallazgo frecuente en los pacientes
infectados por SARS COV 2, derivada de una respuesta inmune deficiente contra el
virus [50].

No obstante segun lo reportado por Yang et al. [51], en 52 pacientes adultos en
estado critico, se produjo linfopenia en el 85% de los pacientes y no se observaron
diferencias significativas entre los supervivientes y los no supervivientes. De igual
forma Yan et al., encontr6é que la linfopenia, no fue estadisticamente significativa
entre ambos grupos y que el recuento de linfocitos no siempre esta por debajo de
0,8 x 10 9/L [52].

Con respecto la cuenta plaquetaria nuestros hallazgos fueron similares a los
reportado en la literatura, un meta-analisis de 7,613 pacientes con COVID-19 reveld
que los pacientes con enfermedad grave tenian un recuento de plaquetas mas bajo
que aquellos con enfermedad no grave [53]. Ademas, los no supervivientes tenian
un recuento de plaquetas mucho mas bajo que los supervivientes. Liu et al. [54]
encontré que la trombocitopenia al ingreso en pacientes con COVID-19 se asocio
con un aumento de 4.24 veces el riesgo de mortalidad hospitalaria.

También los macrofagos y monocitos tienen un papel fundamental en los procesos
infeccioso, forman parte de la primera linea de respuestas inmunoldgicas a las
infecciones virales, en nuestro estudio evidenciamos un disminucion

estadisticamente significativa de la cuenta de monocitos en los pacientes que no
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sobrevivieron. Paliogiannis et al. [55], también encontré que que el recuento de
monocitos en sangre en pacientes con COVID-19 disminuyé significativamente en
los pacientes con peores deselances. Zhou et al. [56] revelaron que el fenotipo de
monocitos circulantes en casos en estadio severo consiste principalmente en
CD14+ y subpoblacién de monocitos inflamatorios CD16+ que ejerce actividad
inflamatoria especialmente a través de la produccién de IL-6 en pacientes con

COVID-19 admitidos en la unidad de cuidados intensivos.

Los datos obtenidos en nuestro estudio de las concentraciones de moléculas
solubles de inflamacién vascular (procalcitonina, ferritina, Dimero D, Proteina C
Reactiva (PCR) y Velocidad de Sedimentacion Globular (VSG)) en ambos grupos,
fueron obtenidos del Laboratorio Clinico (Tabla 3). Hubo diferencia estadisticamente
significativa entre ambos grupos en relacion a la PCR (267.6 mg/L + 85.07 vs 156.7
mg/L £ 58.33, p=0.0012) y Procalcitonina (7.818 ng/dL + 6.775 vs 0.2458 ng/dL *
0.1716, p=0.008), no se encontro diferencia en los niveles de Ferritina (p =0.3276),
Dimero D (p =0.0719) y VSG (p =0.5204) entre las dos poblaciones estudiadas.

TABLA 3.
Vivos Muertos Valor de p
(M £SD) (M £ SD)
Procalcitonina 0.2458 +0.1716  7.818 +6.775 0.0008
(ng/dL)
Ferritina 754 + 493.2 956.4 + 497.2 0.3276
(ng/L)
Dimero D 1937 + 1375 5171 + 5765 0.0719
(ng/mL)
PCR 156.7 £ 58.33 267.6 £ 85.07 0.0012
(mg/L)
VSG 4433 +6.415 42.5 £ 7.305 0.5204
(mm/h)

Tabla 3. Concentracion de moléculas solubles en suero determinadas en Laboratorio Clinico. Se muestran los valores de
media y desviacidn estandar (M+SD) de la concentracién de procalcitonina, ferritina, dimero D, proteina C reactiva (PCR)
y velocidad de sedimentacion (VSG) de ambos grupos (Vivos y Muertos). Se realiz6 la prueba estadistica T de Student para
cada molécula. Los valores de p con diferencia estadisticamente significativa, se resaltan.
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Lo anterior es relevante porque las moléculas que se miden en el laboratorio clinico
determinan el estado inflamatorio del paciente. La elevacion de procalcitonina fue
estadisticamente significativa en los pacientes que obtuvieron desenlaces fatales,
estos hallazgos son comparables con el meta-analisis de Malik et al. [57], quien
encontrd riesgo casi seis veces mayor de resultados desfavorables en pacientes
con COVID-19 con procalcitonina elevada. De la misma forma el valor clinico de
esta molécula fue analizada en el estudio TRIAGE, realizados en hospitales de
tercer nivel de Suiza, Francia y EUA, donde se correlacion¢ la elevacion de PCT,
independientemente del diagnodstico e infeccion subyacente como un fuerte
predictor de infeccion subyacente, mortalidad a 30 dias, mortalidad global asi como
admisién a la unidad de cuidados intensivos, a la vez que mejoré precision
pronostica de la puntuacion de evaluacion qSOFa [58]. En el estudio MOSES
basado en el SU y la UCI de 858 pacientes mostré que, cuando la procalcitonina no
disminuye, la mortalidad a los 28 dias se duplico [59].

La proteina C reactiva se encontr6 aumentada en los pacientes que fallecieron,
similar al meta-analisis de Huang et al. [60], donde analizé 13 estudios mostré que
una PCR sérica elevada se asocio con un resultados desfavorables. El analisis de
subgrupos mostro que una PCR elevada se asocié con un mayor riesgo de COVID-
19 grave, necesidad de cuidados, pero no mortalidad. En el meta-analisis realizado
por Liu et al. [61], encontré que los pacientes con PCR > 41.8 mg/L tenian mas
probabilidades de desarrollar una enfermedad grave.

En nuestro estudio también encontramos una correlacién positiva entre éstos dos
marcadores de inflamacion (r de Pearson = 0.4369, R cuadrada = 0.1909) con una
significancia estadistica de p = 0.0328. Por lo tanto, conforme aumentan los niveles
de procalcitonina también aumentan los niveles de PCR y ambos se valores se
correlacionan con el desenlace de los pacientes con COVID-19.

Posteriormente se determino la concentracion de moléculas de inflamacion vascular
solubles en suero mediante el sistema Cytometric Bead Array (CBA) de BD
Biosciences (Tabla 4, Figura 1). Donde se encontré diferencia estadisticamente

significativa en ambos grupos estudiados en las concentraciones de las moléculas
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IL-6 (17785 pg/mL + 5379 vs 10338 pg/mL + 4635, p= 0.0015), IL-10 ( 709.3 pg/mL
+ 274 vs 419.2 pg/mL £ 154.7, p=0.0020) asi como IL-17 (275.1 pg/mL £ 12.7 vs
293.1 £ 26.1, p= 0.0463); no obstante no hubo diferencia en las concentraciones de
las moléculas IL-2, IL-4, interferon gamma (IFNg) y en el factor de necrosis tumoral
alpha (TNF-a).

TABLA 4.
Vivos Muertos Valor de p
(M + SD) (M £ SD)
IL-2 501.4 + 18.7 503.4+11.2 0.3551
(pg/mL)
IL-4 305.2+ 4.3 304.2 +16.9 0.7070
(pg/mL)
IL-6 10338 + 4635 17785 + 5379 0.0015
(pg/mL)
IL-10 419.2 £ 154.7 709.3 £+ 274 0.0020
(pg/mL)
IL-17 293.1+26.1 275.1+12.7 0.0463
(pg/mL)
IFNg 58.51+61.2 52.18 + 28.4 0.5250
(pg/mL)
TNF-a 233.9 £+ 85.99 450.7 £452.5 0.2366
(pg/mL)

Tabla 4. Concentracion de citocinas solubles en suero determinadas con el sistema de Cytometric Bead Array (CBA) de BD
Biosciences. Se muestran los valores de media y desviacién estandar (MxSD) de la concentracion de interleucina 2 (IL-2),
interleucina 4 (IL-4), interleucina 6 (IL-6), interleucina 10 (IL-10), interleucina 17 (IL-17), interferén gamma (IFNg) y del
factor de necrosis tumoral alpha (TNF-a) de ambos grupos (Vivos y Muertos). Se realizo la prueba estadistica T de Student
para cada molécula. Los valores de p con diferencia estadisticamente significativa, se resaltan.

Recientemente han surgido varias hipotesis en la fisiopatologia de la infeccidn grave
por SARS-CoV-2. La fase viral se caracteriza por la replicacién viral resultando en
dafo tisular directo mediado por virus. La extensiéon de este dafo determina la
patogenia de la fase secundaria, que se caracteriza por el reclutamiento de células
inmunitarias efectoras que provocan una respuesta inflamatoria local y sistémica
que puede persistir incluso después de la eliminacién del virus. El sistema inmune

del huésped desregulado en la respuesta a patdgenos infecciosos extrafos es parte
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integral del desarrollo de la disfuncion de organos diana y un importante
contribuyente a la morbilidad y mortalidad.

La hiper-activacion del sistema inmunitario humoral con una respuesta prominente
de IL-6 puede sugerir que parte de la patogenia de la enfermedad complicada
implica una respuesta inflamatoria desregulada y excesiva del huésped [62,63]. IL-
6 induce un estado pro-inflamatorio con multiples funciones biolégicas y
desempena un papel importante en la inflamacién vascular, siendo el principal
desencadenante de la tomenta de citocinas en la COVID-19 [64]. En nuestros
pacientes, encontramos una elevacién de IL-6 con diferencia estadisticamente
significativa en el grupo de pacientes que no sobrevivieron en concordancia con lo
reportado en la literatura, como en el meta-analisis realizado por Coomes et al. [65]
, quien reportd que los niveles séricos de IL-6 estan significativamente elevados en
el contexto de enfermedad grave de covid-19. Tales niveles elevados estan
significativamente asociados con resultados clinicos adversos, incluida la admision
en la UCI, ARDS y muerte. Los niveles séricos de IL-6 casi tres veces mas altos que
aquellos con enfermedad no complicada.

Los datos encontrados de la concentracion de IL-6 se correlacionaron positivamente
con los datos de obtenidos de PCR (r de Pearson = 0.5387, R cuadrada = 0.2902),
con una significancia estadistica de p = 0.0066. Del mismo modo ocurrié cuando se
correlacion6 la concentracion de IL-6 y procalcitonina (r de Pearson = 0.4664, R
cuadrada = 0.2175, p = 0.0216). Liu et al. [66], también encontré una correlacion
significativa entre la severidad por SARS COV-2, la IL-6 y la procalcitonina. Ya que
nuestra unidad no realiza de forma rutinaria la medicion de IL-6, la determinacién
de PCR Yy procalcitonina deberian solicitarse al ingreso del paciente para evaluar
la severidad de la enfermedad.

Por otro lado, se ha reportado una elevacion de la IL-10 en los pacientes con peores
desenlaces. Akbari et al. [67] encontré que marcadores inflamatorios como IL-10,
SAA y el recuento de linfocitos, fueron factores de riesgo independientes para la

muerte intrahospitalaria, indicando que tanto una tormenta de citocinas como la
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linfopenia estan asociadas con una supervivencia hospitalaria deficiente en
pacientes con COVID-19. En nuestro estudio encontramos que los pacientes
infectados con SARS-CoV-2 que no sobrevivieron presentaron niveles elevados de
IL-10 en comparacion con los pacientes sobrevivientes a la infeccidn, y que esta
diferencia entre los grupos fue estadisticamente significativa. Es por ello que Han
et. al. propuso la utilizacion de IL-10 e IL-6 como parte de la evaluacién temprana
de pacientes con enfermedades mas graves, especialmente bajo la gran carga de
atencion médica en cada hospital afectado [68].

IL-10 se expresa en muchas células del sistema inmunitario adaptativo, incluidas
las células Th1, Th2 y Th17 [69], la produccion de esta parece estar asociada con
muchas células inmunes, evidenciando su papel crucial como regulador de la
retroalimentacion de diversas respuestas. A pesar de que IL-10 es una molécula
anti-inflamatoria y reguladora de la respuesta aguda, creemos que su elevacion
durante el proceso infeccioso agudo se debe al aumento intenso de diversas
sefales inflamatorias como la produccion de IL-6, en un intento de la respuesta

inmune por regresar a la homeostasis.

IL-10 no es una molécula usualmente medible en el Laboratorio Clinico ya que se
necesitan reactivos especificos, equipos especializados y tiene un costo elevado.
No obstante esta molécula aporta bastante informacidon del estado inflamatorio
intenso en los pacientes con SARS-CoV-2 que presentaron peores desenlaces.
Estos datos también fueron reportados por el meta-analisis de Ji et al., quien evalué
56 estudios encontrando asociaciado entree la elevacion de estos marcadores y el
riesgo de mortalidad [70].

En este esudio obtuvimos una correlacion positiva entre la elevacion de IL-10 y la
procalcitonina (r de Pearson = 0.5983, R cuadrada = 0.3579), de con un valor de p
= 0.002, estadisticamente significativo. Ya que ambas moleculas estan asociadas a
peores desenlances con significacia estadistica, en caso de no contar con el panel
de interleucinas podria utilizarse PCT como marcador de gravedad.

33



En la literatura hay evidencia heterogénea del aumento de IL-17, nosotros
encontramos disminucion estadisticamente significativa de IL-17 en el grupo de no
sobrevivientes. Algo similar report6 Ghazavi et al. [71], donde en pacientes con
COVID-19 la IL-17 aumento significativamente en los casos leves en comparacion
con el grupo grave y el grupo de control, no obstante, no encontré diferencia
estadisticamente significativa entre los grupos por sevevidad (grave y leve). Sin
embargo LiuY et al. [72], encontrd correlacion positiva entre el aumento de esta
interleucina y escalas de severidad de dafio pulmonar (puntuacién de Murray).

Las células Th17 son la principal fuente de interleucina 17. IL-17 emite sefales
predominantemente en células no hematopoyéticas para inducir defensas
inmunitarias agudas similares a las innatas. Una funcion distintiva de la IL-17 es la
induccion de quimiocinas, incluidas CXCL1, CXCL2 y CXCLS8 [73].

Esta ultima es un potente quimioatrayente de neutrofilos. Por lo tanto, la IL-17
desempefia un papel importante en la regulacion de las respuestas de los
neutrofilos, asi mismo la estimulacion de las células endoteliales con IL-17 induce
respuestas clasicas de citocinas pro-inflamatorias que incluyen IL-6, IL-8 y GM-CSF
[73],esto puede explicar el reclutamiento que existe a nivel del endotelio vascular y

pulmonar.

Llama la atencion la disminucién de las concentraciones de IL-17 que se presenté
en los pacientes que obtuvieron peores resultados, esta disminucion pudiera
corresponder a polimorfismos, que le confieren un peor desenlace, sin embargo no
se descarta la idea que el nivel bajos de IL-17 pueden estar presentes en la fase
aguda de la infeccién, pero pueden encontrarse aumentados en estadios mas

avanzados de la misma.
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Figura 1. Concentracién de citocinas solubles en suero determinadas con el sistema de Cytometric Bead Array (CBA) de
BD Biosciences. Concentracion de (A) interleucina 2 (IL-2), (B) interleucina 4 (IL-4), (C) interleucina 6 (IL-6), (D) interleucina
10 (IL-10), (E) interleucina 17 (IL-17), (F) interferén gamma (IFNg) y del (G) factor de necrosis tumoral alpha (TNF-a) de
ambos grupos (Vivos y Muertos). Los datos fueron analizados con la prueba estadistica T de Student. Las diferencias
estadisticamente significativas se marcan con el valor de p.
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Finalmente se midi6 la concentracion de moléculas de inflamacion vascular solubles
en suero determinadas con el sistema de perlas de captura LEGENDplex
(BioLegend), en donde se encontré una diferencia estadisticamente significativa
para osteopontina (27250 pg/mL + 7136 vs 12677 pg/mL + 1640, p= <0.0001) asi
como para la lipocalina asociada con la gelatinasa de neutrofilos (4752000 pg/mL +
2044000 vs 227087 pg/mL = 105675, p= <0.0001); no se encontré diferencia
significativa en las concentraciones de las moléculas MMP-2, MRP8/24 y Mioglobina
(Tabla 5, Figura 2).

TABLA 5.
Vivos Muertos Valor de p
(M £ SD) (M £ SD)
OPN 12677 + 1640 27250 + 7136 <0.0001
(pg/mL)
MMP-2 31097 + 5057 32132 +4778 0.5067
(pg/mL)
NGAL 227087 * 4752000 = <0.0001
(pg/mL) 105675 2044000
MRPS8/24 86104 + 6190 85890 £ 4854 0.6650
(pg/mL)
Mioglobina 1956 £ 621.3 2061 +742.7 0.7075
(pg/mL)

Tabla 5. Concentracidn de moléculas de inflamacién vascular solubles en suero determinadas con el sistema de perlas de
captura LEGENDplex (BioLegend). Se muestran los valores de media y desviacién estandar (M+SD) de la concentracion de
osteopontina (OPN), de la metaloproteinasa MMP-2, de la lipocalina asociada a gelatinasa de neutrdfilos (NGAL), de las
proteinas de unidn a calcio MRP8/14 y de mioglobina de ambos grupos (Vivos y Muertos). Se realizé la prueba estadistica
T de Student para cada molécula. Los valores de p con diferencia estadisticamente significativa, se resaltan.
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Figura 2. Concentracidn de moléculas de inflamacion vascular solubles en suero determinadas con el sistema de perlas de
captura LEGENDplex (BioLegend). Concentracién de (A) osteopontina (OPN), de la (B) metaloproteinasa MMP-2, de la (C)
lipocaina asociada a gelatinasa de neutrdfilos (NGAL), de las (D) proteinas de union a calcio MRP8/14 y de (E) mioglobina
de ambos grupos (Vivos y Muertos). Los datos fueron analizados con la prueba estadistica T de Student. Las diferencias
estadisticamente significativas se marcan con el valor de p, en los casos en los que no aparece el valor de p es porque la
prueba estadistica no arrojé diferencias significativas.

El aumento evidenciado de NGAL también se ha reportado en otros estudios, He L
et al. demostro que la lipocalina asociada a gelatinasa de neutrofilos (NGAL) fue
fuerte predictor de mortalidad por todas las causas en su ensayo clinico. NGAL
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puede estar involucrado en los procesos inflamatorios y podria ser responsable por
las complicaciones letales de la infeccion por SARS-CoV-2 [74]. Creemos que la
medicion de NGAL es importante ya que puede ser utilizada como marcador
prondstico y de mortalidad en pacientes gravemente enfermos, asi también lo
report6 Duda et al. [75] quien encontré6 una correlacién estadisticamente
significativa entre la concentracion de NGAL y la mortalidad en la UCI, con una
correlacion mas clara en el cuarto dia de hospitalizacion. Asi mismo ademas de su
papel en la mortalidad global, es relevante mencionar la correlacion de la elevacion
de esta molécula y la necesidad de terapia de reemplazo renal en pacientes con
lesion renal aguda (LRA), misma que hasta el momento en nuestra unidad

hospitalaria no se realiza.

NGAL mostré una correlacion positiva con procalcitonina (r Pearson = 0.5347, R
cuadrada = 0.2859) y con PCR (r Pearson = 0.5522, R cuadrada = 0.3049), con un
valor de p estadisticamente significativo de p = 0.0071 y P = 0.0051
respectivamente. El aumento significativo en dichas moléculas concuerda con el
dafno endotelial generalizado y la inflamacién persistente, sin embargo se debe
tomar en cuenta el aumento de la procalcitonina en contexto de la LRA por

disminucioén del aclaramiento renal de esta molécula.

La osteopontina (OPN) también se encontré elevada significativamente en los
pacientes que no sobrevivieron. La OPN se ha clasificado como citocina Th-1, por
lo tanto, se cree que exacerba la inflamacidn en varias enfermedades inflamatorias
agudas y cronicas, incluidas las inflamacion vascular en pacientes enfermos por
SARS-CoV-2. Varim et al. [76] describieron niveles elevados de OPN en pacientes
con COVID-19 y sugirieron una relacién entre los niveles séricos de OPN vy la
gravedad de la enfermedad. Han et al., encontré una fuerte correlacion de los
niveles de OPN con diferentes marcadores de inflamacion sistémica y propuso a la
misma como un nuevo biomarcador predictivo y prondstico que permite la
identificacion de pacientes con COVID-19 en riesgo de experimentar un curso mas
grave de la enfermedad [77].
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También encontramos una correlacion positiva entre NGAL y OPN (r Pearson =
0.5969, R cuadrada = 0.3563) con un valor significativo de p = 0.0021, creemos que
la determinacion de estas molécula en los pacientes COVID-19. NGAL posee un
valor pronostico bien establecido en la LRA, de la misma forma la LRA en pacientes
con COVID-19 es un predictor independiente de mal prondstico y tasas elevadas de
mortalidad [78].

En este estudio todas las determinaciones se realizaron al ingreso de los pacientes
a la UCI por lo que los datos obtenidos nos indican su condicion inicial, ninguna
muestra fue tomada durante la evolucion de la infeccion y es por ello que se propone
para nuestro grupo de estudio que todas las moléculas que presentan diferencias
estadisticamente significativas tienen valor prondstico de mortalidad en pacientes
con infecciéon por SARS-CoV-2, debido a que se expresaron de forma diferencial
entre los grupos. Entre los estudios de gabinete, no se cuanta con pruebas para IL-
6, IL10, IL-17, OPN y NGAL, es por ellos que las correlaciones de estas moléculas
con las concentraciones de procalcitonina y/o PCR es determinante, ya que al
encontrar estas ultimas fuera de rango, o elevadas es un indicador del estado critico
del paciente y debe ser considerado como determinante para dar un tratamiento

mas agresivo o complementario.

CONCLUSIONES

e La infeccion por SARS-CoV-2 induce la produccion de moléculas inflamatorias como
procalcitonina, PCR, IL-6, OPN y NGAL en los pacientes.

¢ Existe correlacion entre la concentracion de las moléculas procalcitonina, PCR, IL-6, IL-
10, IL-17, OPN y NGAL en pacientes SARS-CoV-2 positivos y el desenlace de la
enfermedad.

e Las concentraciones de PCR y procalcitonina a su vez se correlacionaron entre si'y con
la concentracion de las moléculas IL-6, IL-10, OPN y NGAL en pacientes SARS-CoV-2

positivos.
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