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Resumen.

Introduccién: El espectro clinico de la enfermedad por coronavirus 2019 (COVID-19)
parece ser amplio, desde una infeccion asintomdtica o una enfermedad leve hasta una
neumonia intersticial grave con sindrome de distrés respiratorio agudo (SIRA) e incluso la
muerte. La activacion tardia de células T CD4+ especificas de SARS-CoV-2 se asocié con
COVID-19 grave o mortal, por lo que el objetivo de este estudio fue evaluar la expresion de
PD1 en linfocitos TCD 4 en pacientes con COVID-19 con y sin apoyo mecanico ventilatorio
en el momento agudo de la enfermedad.

Metodologia:

De Mayo 2020 a Enero del 2021, estudiamos a pacientes divididos en 3 grupos: intubados
(n=20) con enfermedad de COVID-19 que requiri6 apoyo ventilatorio invasivo por SIRA, 10
no intubados con COVID-19 que no requirieron intubacién y 10 sujetos controles, se
compararon las caracteristicas clinicas y se evaluaron las poblaciones celulares de linfocitos
T, asi como moléculas asociadas a agotamiento celular mediante citometria de flujo.
Resultados: Los tres grupos estudiados fueron similares en edad, respecto al sexo los
pacientes no intubados fueron masculinos en 90%, el IMC en el grupo pacientes intubados
fue superior con respecto a los no intubados (p< 0.003). Los leucocitos, DHL, DD,
fibrindégeno, PCR fueron mayor en el grupo de intubados en comparacion con el grupo de no
intubados. En los tres grupos, los linfocitos T-CD4+ y CD20+ se presentan con mayor
frecuencia (77% y 28% respectivamente) en el grupo de pacientes intubados. En los LT-
CD4+ se encuentran incrementadas la en comparacion con el grupo control (49% vs 5%
p<0.0001). Para la expresion de PDL-1 la diferencia significativa fue en el grupo de LTCD4+
comparando tanto el grupo de intubados y los no intubados con los controles, (50% vs 0.2%
p<0.001) y (85% vs 0.2% p< 0.0001), respectivamente.

Conclusiones:

Identificamos que los pacientes con mayor expresion de PD1 tiene mayor riesgo de presentar
una forma de la enfermedad severa a nivel pulmonar, que requirié apoyo ventilatorio al

momento del diagnostico de COVID-19.



Introduccion:

La enfermedad por el COVID - 19, esta causada por el virus SARS-COV2 ( Severa Acute
Respiratory Syndrome Coronavirus 2). Virus que tiene la capacidad de atenuar la respuesta
celular inmune adaptativa, asi mismo genera una tormenta de citocinas, una desregulacion
del sistema inmune, y como consecuencia una expresion clinica desfavorable.

Este virus se origind en la ciudad de Wuhan, provincia de Hubei, China, en diciembre de
2019, se le ha atribuido una tasa de mortalidad global del 3-6% antes de la implementacion
de las vacunas, pero probablemente fue mayor; la extension de la COVID-19 por todo el
mundo, hizo que la OMS decretara estado de Pandemia el 11 de marzo de 2020'.

El SARS-CoV-2 es un virus de ARN monocatenario de sentido positivo, perteneciente al
gran grupo de los coronavirus, comparte importantes caracteristicas estructurales y
moleculares con otros coronavirus, incluida la presencia de proteinas estructurales S (espiga),
E (envoltura), M (membrana) responsables de la formacion y estabilidad de la envoltura viral
y N (nucleocapside) que interactua con el genoma de ARN, la interaccion del virus con la
célula huésped (via ACE2, enzima convertidora de angiotensina 2) estda mediada por la
proteina S. Este virus se transmite por via area o por contacto con mucosas, y su capacidad
de infectar es alta, ya que los individuos portadores pueden contagiar el virus durante su
estado asintomatico. Su fase de incubacion oscila entre 3 -10 dias, inicialmente se manifiesta
con sintomas respiratorios, alrededor de un 80% de los pacientes desarrollan un cuadro
asintomatico, un 20% restante desarrolla un cuadro de neumonia, con insuficiencia
respiratoria aguda (SIRA ) y aumento de la respuesta inflamatoria sistémica con marcadores
inflamatorios elevados y desregulacion del sistema inmune. La mortalidad que desarrolla este
cuadro inflamatorio oscila entre un 10% y 20%. también puede presentar otras
manifestaciones clinicas menos frecuentes, pero no menos importantes, como fendémenos
trombocitos e inflamacién cutanea'.

El espectro clinico de la enfermedad por coronavirus 2019 (COVID-19) parece ser amplio,
desde una infeccion asintomatica o una enfermedad leve hasta una neumonia intersticial
grave con sindrome de distrés respiratorio agudo (SIRA) e incluso la muerte. En los pacientes
sintomaticos, la enfermedad se caracteriza por un marcado aumento de citoquinas, como la

IL-6, y altos niveles de parametros inflamatorios, incluida la proteina C reactiva.



Dado que el sintoma clinico mas comun del COVID-19 sigue siendo la fiebre, la implicacion
de las citocinas proinflamatorias es evidente, se observo un aumento de los niveles séricos
de IL-6 en mas del 50 % de los pacientes'.Los estudios revelaron ademas que, a medida que
progresa la gravedad de la enfermedad, también aumentan los niveles séricos de citocinas
proinflamatorias.

Los pacientes con las presentaciones clinicas mas graves son de edad avanzada y presentan
comorbilidades, la linfopenia se ha descrito como un hallazgo caracteristico en el brote de
SRAS asociado a coronavirus de 2003 y es también la anomalia hematologica mas frecuente
en los pacientes con COVID-19.?

La tormenta de citocinas es un fendmeno de reaccion inflamatoria excesiva en la que se
producen rapidamente citocinas en gran cantidad en respuesta a una infeccion microbiana,
se considera que este fendmeno contribuye de forma importante al sindrome de distrés
respiratorio agudo (SIRA), también se ha implicado en el contexto de infecciones viricas
respiratorias, como el SARS en 2002, la infeccion por el virus de la gripe aviar HSN1 en
2005 y la infeccion por el virus H7N9 en 2013, se ha encontrado que la secrecion de
citoquinas incluyendo TNF-a, IL-6, y IL-10 se increment6 en pacientes COVID-19, y
distintivamente, la frecuencia de células T CD4+ y CD8+ estan correlacionados
negativamente con los niveles de TNF-a, IL-6 e IL-10, lo que sugiere que estas citocinas
pueden estar implicadas en la disminucion de células T detectada en COVID-19.?

La respuesta de las células T CD4+ al SARS-CoV-2 es mayor que la de las células T CD8+,
y se han asociado con el control de la infeccion primaria por SARS-CoV-2, las células T
CD4+ especificas de SARS-CoV-2 pueden detectarse desde los dias 2-4 posteriores al inicio
de los sintomas, la activacion rapida de células T CD4+ especificas del SARS-CoV-2 en la
COVID-19 aguda se asoci6 con una enfermedad leve y una eliminacion viral acelerada. Por
el contrario, la activacion tardia de células T CD4+ especificas de SARS-CoV-2 se asocio
con COVID-19 grave o mortal.

En las células T de sangre periférica aisladas de pacientes en unidades de cuidados intensivos
(UCI), la expresion de PD-1 fue significativamente mayor en comparacion con las células T
aisladas de pacientes con enfermedad leve o de donantes sanos, en conjunto, estos hallazgos
ponen de relieve la fuerte capacidad inmunosupresora del SARS-CoV-2 de las respuestas

inmunitarias adaptativas, de igual forma se ha informado de que el recuento de células T



CD8+ disminuia durante la infeccion por COVID-19 y, en casos graves, el recuento de
células T CD4+ de memoria y de células T reguladoras se redujo significativamente?.

Los niveles elevados tanto de PD-1 como de PD-L1 se asociaron con una marcada
disminucion de la respuesta inmunitaria en pacientes que se recuperaron de COVID-19 y
pacientes con COVID-19 en comparacion con controles sanos.

La proteina PD-1 de la muerte celular programada (PD-1; CD279) de 55 kDa, es expresado
en la superficie de las células T estimuladas por antigenos, se descubrié en 1992, desde su
descubrimiento, varios estudios han confirmado el papel de PD-1 en el mantenimiento de la
tolerancia inmunitaria® que se ha descrito actiia como punto de control, es una proteina de
co-estimulacion negativa, que por lo tanto da una sefial inhibitoria, es un importante
regulador negativo de la activacion de las células T y en condiciones normales ayuda al
mantenimiento de la tolerancia inmunologica y homeostasis inmunitaria. '

Tras la union de PD-1 a sus ligandos solubles PD-L1 y PD-L2 favorece la regulacion a la
baja de la respuesta inmunitaria excesiva, y asi mantiene la auto tolerancia suprimiendo la
actividad inflamatoria de las células T, este mecanismo protege al organismo contra el
desarrollo de enfermedades autoinmunes.

El receptor inhibidor de la muerte programada 1 (PD-1) junto con su ligando de muerte
programada 1 (PD-L1) es un biomarcador clave del agotamiento linfocitario, donde el
aumento de la expresion de PD-1 bloquea vias de sefializacion, causando la inhibicion de la
proliferacion y diferenciacion linfocitaria, ademas, unos niveles elevados de PD-1/PD-L1
pueden suprimir la glucdlisis y dirigir estas células hacia el uso de la lip6lisis y la oxidacion
de acidos grasos para el metabolismo, ralentizandolo y contribuyendo potencialmente a la
apoptosis. En los ultimos afios, se ha reportado un aumento de la expresion de PD-1 en
pacientes con sintomas graves y criticos, ademads, se ha observado una regulacion al alza de
PD-1 en las células T durante la progresion de las fases sintomaticas de COVID-19, lo que
contribuye a la evolucion de la forma grave de la enfermedad

El eje PD-1/PD-L1 desempefia un papel en la patogénesis de diversas enfermedades
infecciosas, como el sida y la hepatitis B, aunque en el estado agudo, la interaccion entre las
moléculas de punto de control PD-1 y su ligando PD-L1 ayuda a reducir la inflamacion
asociada a la infeccion y el dafio tisular mediado por la inflamacion, la estimulacion cronica

conduce al agotamiento inmunitario, la reduccion de las funciones efectoras de las células



inmunitarias y la progresion de la enfermedad, como se inform6 en el caso de la reciente
COVID-19 causada por el SARS-CoV-2., por lo tanto, el bloqueo terapéutico de este eje
puede ayudar a reducir la inflamacion asociada a la infeccion.

Otras moléculas asociadas al agotamiento celular

PD-L2: es una molécula (ligando)que se expresa en monocitos y células dendriticas, este
ligando se expresa sobre todo en células presentadoras de antigeno (macrofagos, células
dendriticas y otras), los anticuerpos que se unen al receptor PD-2 inhiben la interaccion
agonista entre PD-1y su ligando (PDL-2) de las células T, que se conocen como
“checkpoints” inmunitarios

TIM-3: es un regulador negativo de la respuesta inmunitaria y, junto con PD-1 y la proteina
del gen 3 de activacion linfocitaria (LAG-3), se expresa en gran medida en células
LTCDS8+ y L TCD4+ disfuncionales o agotadas, una de las tareas clave de TIM-3 son la
inhibicion de las respuestas Thl y la expresion de citocinas como INF y TNF, el papel de
TIM-3 en el agotamiento de las células T se identificd por primera vez en pacientes con
infeccion por VIH, como receptor de punto de control, TIM-3 controla la respuesta de las
células T frente a diferentes infecciones viricas cronicas como el VHB, el VHC, se ha
demostrado que el SARS-CoV-2 activa una elevada actividad citotoxica de los linfocitos T
en la fase inicial de la infeccion, que continia en su agotamiento, probablemente el
agotamiento excesivo de linfocitos LTCD8+ y LTCD4+ en pacientes criticos atenua la
respuesta celular al SARS- CoV-2, ademas la disregulacion de TIM-3 se ha asociado a
enfermedades autoinmunes.

LAG-3: regula negativamente la proliferacion celular, la activacion y la homeostasis de las
células T, se observo un aumento de la expresion de LAG-3 y TIM-3 en las cé¢lulas T CD4+
y CD8+ en todos los grupos de gravedad de los pacientes con COVID-19, dependiendo el
nivel de su expresion de la gravedad de la enfermedad; se describié una mayor expresion en
los casos graves que en los casos con formas mas leves.!*

CTLA-4: se expresan a partir de la activacion de los linfocitos, frena la actividad de los
linfocitos T, actlia como punto de control en los linfocitos, atenta la activacion de temprana
de células virgenes y de memoria.

Con respecto a la molécula KLRG-1+ que se expresa en células T, principalmente en

LTCDS8+, es una molécula de senescencia, ademds de su papel como marcador de



diferenciacion celular, lo que se pudo encontrar en diferentes literaturas es que la mayoria
de estos marcadores estan aumentados en la expresion mas grave de COVID19.
Fisiopatologia del SIRA

El endotelio pulmonar sano inhibe en gran medida la inflamacion y la coagulacion, mientras
que el endotelio activado hace lo contrario, estimulos tan variados como la hipoxia, las
citocinas, las quimiocinas, la trombina, los leucocitos cebados, el lipopolisacarido y los
patrones moleculares asociados a dafios (DAMP) pueden desplazar el endotelio hacia un
estado disregulado y permeable que atrae a las cé€lulas inflamatorias. La ruptura de las
uniones entre células endoteliales adyacentes y los cambios en el citoesqueleto hacen que las
c€lulas se separen unas de otras y permiten la formacion de brechas endoteliales, la apoptosis
también contribuye a una barrera vascular disfuncional. En el SIRA, tanto la funcion de
barrera epitelial como la eliminacion de liquidos estan debilitadas o inactivas, por lo tanto,
cuando la barrera vascular del endotelio pulmonar se vuelve muy permeable a las proteinas
y los solutos, el gradiente osmotico proteico se pierde, existe extravasacion hacia el
intersticio; la lesion epitelial puede ser provocada directamente por patdgenos microbianos,
lesion acida (p. ej., aspiracion del contenido géstrico), hiperoxia o estiramiento mecanico (p.
ej., por la ventilacibn mecanica ). Algunas de estas lesiones causan apoptosis 0 necrosis
epitelial, mientras que otras alteran las uniones intercelulares, lo que aumenta la
permeabilidad epitelial'°.

Los neutrofilos de las personas con SIRA estan activados y son funcionalmente distintos:
tienen mayor quimiotaxis, mayor actividad metabolica, apoptosis retardada y una nueva
firma transcripcional, los neutrofilos activados y las plaquetas interactiian en el pulmoéon
lesionado para formar trampas extracelulares de neutrofilos, complejos de fibras de
cromatina filamentosa y proteinas derivadas de neutrofilos, que podrian ayudar a secuestrar
patogenos, pero también confieren lesion pulmonar. Los macréfagos alveolares ejercen
respuestas tanto proinflamatorias como antiinflamatorias, ademas de la inmunidad innata
desregulada, la inmunidad adaptativa también parece desempenar un papel importante en la
defensa del huésped y en la resolucion de lesiones, se ha demostrado que las células T
reguladoras y cooperadoras desempefian un papel crucial en la resolucion de la lesion

pulmonar.
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Las fases del SIRA pasan de manera conjunta y global, sin embargo, se separan de acuerdo
a sus caracteristicas en:

Fase exudativa: primeros 7 dias, en la cual se presenta edema, y hay formacion de
membranas hialinas que estan compuestas por proteinas y fibrina, ademas hay congestion
capilar, pulmonar mas edema intersticial, todo esto ocurre por permeabilidad capilar, el dafio
se produce en el endotelio capilar y epitelio respiratorio.

Fase proliferativa: esta se empieza desarrollar desde la fase exudativa, tiene su pico después
de los 7 primeros dias de accidon, (inflamacion intersticial). En esta fase el objetivo es
restaurar la homeostasis del tejido, se caracteriza por una proliferacion masiva de fibroblastos
que forman una matriz, su funcion es estabilizar y proveer los medios para que haya una
proliferacion de células endoteliales tipo 2 para que estas se diferencias en tipo 1.

Fase fibrdtica: no se da en todos los pacientes, se presenta después de los 21 dias, dura varias
semanas, se asocia con ventilacion mecanica prolongada. Hay dafio de la membrana basal,
no hay una adecuada reepitelizacion, hay depdsito de matriz extracelular, que se extiende
hacia el alveolo.

En resumen, en la infeccion por SARS-CoV2 que en ciertos pacientes puede desarrollar
SIRA, el papel que tienen las moléculas asociadas al agotamiento celular es ain poco

reportado.

11



Planteamiento del problema

Las enfermedad por COVID-19 presenta un grupo heterogéneo de manifestaciones clinicas
requiriendo algunos pacientes ventilacion mecanica invasiva por SDRA y otros no. Se ha
reportado la expresion de moléculas como PDI1 en estos grupos de pacientes, pero falta
determinar su relacion con hallazgos clinicos, de laboratorio y tomograficos de acuerdo a
la gravedad, asi como la expresion de otras moléculas asociadas al agotamiento celular como

KLRG-1, LAG-3, TIM-3 y CTLA-4.

Justificacion

El Instituto Nacional de enfermedades respiratoria es un centro de referencia de tercer nivel
que durante la pandemia en 2020, atendi®6 a pacientes con cuadros graves-criticos del
COVID-19 que ameritaban apoyo con ventilacion mecanica invasiva por SDRA, por lo que
al contar con laboratorio de inmunologia integrativa, se propuso la realizacion de este
proyecto, para determinar la expresion de PD-1, KLRG-1, LAG-3, TIM-3 y CTLA-4 en

linfocitos TCD4+ y su relacion con la gravedad de la enfermedad.

Pregunta de investigacion
(Como se encuentra la concentracion de PD-1 en linfocitos TCD4, al momento agudo de la

enfermedad por COVID-19 dependiendo de la gravedad del paciente?

Hipadtesis
PDI se encuentra incrementado en linfocitos TCD4 en el momento agudo del COVID 19 en

pacientes que requirieron apoyo mecanico ventilatorio por SIRA.

Objetivo general
Evaluar la expresion de PD1 en linfocitos TCD 4 en pacientes con COVID-19 con vy sin

apoyo mecénico ventilatorio en el momento agudo de la enfermedad.

Objetivos especificos

Evaluar la expresion de los ligandos de PD1 en linfocitos T.

12



Evaluar la expresion de otras moléculas (KLRG-1, LAG-3, TIM-3 y CTLA-4) asociadas al
agotamiento celular.

Material y métodos

A) Lugar de estudio:

Instituto Nacional de Enfermedades Respiratorias Ismael Cosio Villegas

Laboratorio de inmunologia integrativa y LITEEF.

B) Poblacion de estudio:
Pacientes con diagnostico de COVID 19 mediante prueba de PCR, y que estuvieron
hospitalizados por SDRA, durante el periodo de Mayo del 2020 a Enero del 2021 en el

Instituto Nacional de Enfermedades Respiratorias.

C) Diseiio del estudio

Investigacion traslacional, descriptivo y transversal.

D) Tamaiio de muestra:
A conveniencia, se analizaron todos los expedientes que cumplieron los criterios de inclusion

durante el periodo del estudio.

E) Procedimientos del estudio:
Se realiz6 la revision de expedientes clinicos de pacientes con COVID-19 que cumplieran

los siguientes criterios:

F) Criterios de inclusion:

Pacientes mayores de 18 afios con enfermedad por COVID 19 diagnosticada por medio de
PCR tomada al momento de ingreso a urgencias.

Paciente que cuenten con expediente clinico y laboratorios en el Instituto nacional de
enfermedades respiratorias

Paciente que cuente con muestra de sangre en el biobanco de COVID-19 en la unidad de

investigacion.
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Criterios de Exclusion:

Pacientes que no cuenten con PCR positiva para COVID 19.

Paciente que no cuenten con expediente clinico en el Instituto nacional de enfermedades
respiratorias

Que no contaran con muestra de sangre en el biobanco de investigacion.

G) Grupos de estudio

Se estudiaron un total de 40 pacientes, se dividieron en tres grupos, un grupo de pacientes
intubados con SDRA, otro de pacientes no intubados, estos dos grupos con enfermedad de
COVID-19, y un tercer grupo de sujetos control (pertenecientes a la cohorte de
envejecimiento de LITEEF).

El primer grupo de pacientes intubados (n=20), con enfermedad de COVID-19 que requirio
apoyo ventilatorio, por tener PAFI (PaO2/Fio2) . Ya que este es uno de los indices de
oxigenacion mas empleados y hace referencia a la relacion entre la presion arterial de oxigeno
y la fraccion inspirada de oxigeno, cuanto menor es el PAFI, hay un peor intercambio gaseoso
y en el caso de los pacientes se corroboré SDRA.

El segundo grupo de pacientes no intubados (n=10), con enfermedad de COVID-19, que no
requirieron de ventilacidn mecénica invasiva, pero si requirieron algin apoyo de oxigeno
suplementario por medio de diferentes dispositivos (puntas nasales, mascarilla).

Ademas, en los grupos de pacientes, se evaluaron sintomas como mialgias, artralgias,
ageusia, rinorrea, anosmia, cefalea, estos sintomas se obtuvieron de la historia clinica, al
interrogatorio que se realizo en triage en el servicio de urgencias al momento del ingreso del
paciente.

G) Variables

Género: cualitativa nominal

Edad: cuantitativa discreta

Diagndstico laboratorio COVID : cualitativa nominal

Grado de PAFI : cuantitativa discreta

Diagndstico clinico: cualitativa nominal

Hipertension, Diabetes, Tabaquismo: cualitativas dicotomicas

Artralgias, Mialgias, Artralgias, Anosmia, Cefalea, Ageusia: cualitativa dicotomicas.

Leucocitos, Linfocitos, Plaquetas, : cuantitativa discretas
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Fibrin6geno, DHL PCR, DD, VSG: cuantitativa continua

pO2, cuantitativa continua.

Las muestras de sangre y la evaluacion de las poblaciones celulares por medio de
citometria de flujo, se realizaron en el laboratorio de inmunologia integrativa.

El proceso fue el siguiente.

Estas muestras de sangre se incorporaron al bio banco de COVID-19 de la unidad de
investigacion. Se dividian en dos partes:

1.-) Se centrifuga la sangre y se obtiene plasma, que se congela. Y la otra fraccion que se
obtiene son células, a estas células se les realiza una técnica llamada (Gradiente de Ficoll),
es el método mas comun para separar (células mononucleares de sangre).

No se toman en cuenta células como los neutréfilos ya que son células que cuentan con un
periodo de vida muy corto y al contar con demasiados granulos, puede ser dafiino para las
demas poblaciones de células.

Células mononucleadas (CMN) : como linfocitos B, T, Monocitos, NK

Al quedar estas células en el tubo, se lavan y se colocan en otro tubo, con una solucion
especifica que consta de 90% suero fetal bovino y 10% DMCO (dimetilsulféxido), liquido
organico incoloro, y posteriormente se congelan en nitrogeno liquido y se mantiene ahi hasta
el momento que se ocuparan las células.

Proceso de descongelamiento:

Etapa 1: Se llama de almacenamiento, almacenan las muestras congeladas en el laboratorio.
Etapa 2: Se llama etapa de adquisicion, estas células se colocan en un vial donde un tubo
grande RPMI ( medio de cultivo ) se colocan a 37 grados ( temperatura ambiente), para el
descongelamiento.

Posteriormente esas células se centrifugan y se revisan cuantas células quedan viables. Una
vez teniendo en cuenta cuantas células quedan viables, se preparan para la citometria de flujo.
Antes de pasar por el citdmetro de flujo, se marcan las células con los anticuerpos.

Etapa 3: Se llama de andlisis: se realiza con el softwer. FlowJo y el citdmetro Symphony.
Citémetro analizador FACS SYMPHONY A5 SORP. (Figura 1)

El citometro de flujo se encuentra en el CIENI. Mide aproximadamente 30 colores es decir

anticuerpos.
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Figura 1

Software FlowJo: El software FlowJo™, es la plataforma lider para el analisis de
citometria de flujo de una sola célula que lo ayuda a interpretar sus datos de manera rapida
y efectiva con funciones accesibles para inmunofenotipado, analisis del ciclo celular,
proliferacion, estudios cinéticos, comparacion cuantitativa de poblaciones, analisis de alta
dimension y mas.

Citometria de flujo: La Citometria de Flujo (CMF) es una técnica de analisis celular
multiparamétrico cuyo fundamento se basa en hacer pasar una suspension de particulas
(generalmente células) alineadas y de una en una por delante de un haz laser focalizado.
El impacto de cada célula con el rayo de luz produce sefiales que corresponden a diferentes
parametros de la célula y que son recogidos por distintos detectores. Estos convierten
dichas senales en senales electronicas que posteriormente seran digitalizadas para permitir

la medida simultanea de varios pardmetros en una misma célula.

En el momento de realizar las mediciones en el citometro de flujo, las células pueden estar
vivas o fijadas pero, siempre en suspension celular y en forma de célula unica. Al
obligarlas a pasar alineadas una a una frente a un haz laser mediante un flujo continuo, cada
célula, a la vez que dispersa la luz, si esa célula tiene alguna sonda fluorescente o
fluorocromo, emitira fluorescencia al ser excitada por el laser. Los parametros que se miden

de forma simultanea por cada célula son:

1. Dispersion frontal de la luz, valor proporcional al tamafio celular .

2. Dispersion de la luz ortogonal, proporcional a la cantidad de estructuras granulares

o complejidad de la célula.

3. Intensidades de fluorescencia a diferentes longitudes de onda.
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El ordenador permite almacenar datos de miles de células por cada muestra y

representar los resultados graficamente. Ademas de la representacion grafica, el

software aporta varios datos estadisticos de las muestras analizadas entre ellos: media,

mediana y coeficiente de variacion.

Una de las aplicaciones, en inmunologia, es la determinacion de subpoblaciones

linfocitarias, inmunofenotipificacion de leucemias y linfomas. Aplicadas en la inmunologia

se separa por células y se cuantifica el porcentaje de cada una de ellas.

En la imagen a continuacion presentada ( Figura2) se puede ver la estrategia de analisis

poblacional, donde se dividieron las células en linfocitos TCD4+ y TCD8+, al final

quedando para la evaluacion del estudio la subpoblacion de linfoctios TCD4+ y sus

respectivos marcadores a estudiar.

Figura 2
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La informacion se almacend en una base de datos de Excel manteniendo la confidencialidad
de los datos (uso solo de ID ntimero de expediente) estratificando en funcion de la definicion
de las variables.

e Variables cuantitativas se evaluaron con promedio y desviacion estandar

e Variables cualitativas con frecuencia y porcentaje

e La comparacion entre los 3 grupos con ANOVA (no paramétrica Kruskal — Wallis)

e La comparacion entre 2 grupos con estadistica no paramétrica U-Mann Whitney y

cualitativas con exacta de Fisher.

I) Consideraciones éticas

El protocolo se presentd al comité de ética e investigacion del INER y fue aceptado con el
codigo: B04-22. Solicitando dispensa de consentimiento ya que se mantiene en anonimato
los datos personales y se presentan los resultados en grupo, asi como se contaba con

consentimiento para la toma de muestras previamente.
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Resultados

Se evaluaron un total de 30 pacientes con diagndstico de COVID 19 y 10 controles .Los tres
grupos estudiados fueron similares en edad, respecto al sexo los pacientes no intubados
fueron masculinos (90%), el IMC en el grupo pacientes intubados fue superior con respeto
a los no intubados (p< 0.003), asi mismo comorbilidades como, diabetes, hipertension,
tabaquismo fue mayor en este grupo, mientras que la frecuencia de sintomas fue mayor en el

grupo de intubados (Tabla 1).

T Al 1 + P | | 1

Variables No intubados Intubados Controles p=
n=10 n=20 n=10
Edad (DE+/-) 53(21) 57(12) 65(5) 0.63
Sexo (%) 9(90) 9(45) 3(30) 0.2
Masculino
IMC DE +/-) 28(2) 35(4) 26(3) <0.0003
Tabaquismo ( %) 3( 30) 13(65) 3(30) 0.1
Hipertension(%) 3( 30) 16(80) 4(40) 0.04
Diabetes (%) 4(40) 15(75) 2(20) 0.1
Tos(%) 4( 40) 14( 70) 0.1
Disnea(%) 5(50) 18(90) 0.02
Mialgias(%) 5(50) 13( 65) 0.4
Artralgias(%) 4( 40) 12( 60) 04
Dolor de cabeza(%) 4( 40) 13( 65) 0.2
Rinorrea(%) 2(20) 10( 50) 0.2
Diarrea(%) 3(30) 10( 50) 04
Anosmia(%) 1( 10) 11(55) 0.02
Ageusia(%) 2(20) 14( 70) 0.018
PAFI ( +/-DE) 213(37) 130(28) <0.0001
IMC: indice de masa corporal, PAFI: presion artrial de oxigeno/fraccion inspirada de oxigeno, DE: desviacion
estandar.
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Las pruebas de laboratorio fueron tomadas al momento del ingreso al servicio de urgencias
(basales), los leucocitos, DHL, DD, fibrinégeno, PCR fueron mayor en el grupo de intubados
en comparacion con el grupo de no intubados, siendo significativo la DHL con una (p<0.006),

fibrindgeno (p< 0.007) y PCR (p<0.003) (Tabla 2).

P, ,L,,|

TAalllAa DO MNAatAae AAalamavratraria AAa | Ac

Variables No Intubados Intubados Controles p=
n= 10 n=20 n=10
Leucocitosis (DE+/-) 10(3) 13(7) 6.13(5) 0.13
Linfocitosis (DE +/-) 0.99(0.4) 0.8(0.6) 0.96(0.8) 0.37
Plaquetas(DE +/-) 247(68) 237(88) 226(50) 0.72
DHL(DS +/-) 288( 67) 559(222) 178(30) <0.006
DD (DE +/-) 1(0.8) 5(8) 0.06
Procalcitonina(DE +/-) 0.4(0.3) 1(1) 0.02
VSG (DE +/-) 22.1(8) 33 (16) 15(8) 0.05
Fibrinégeno (DE +/-) 565.3(150) 866 (169 ) 0.007
PCR(DE +/-) 14.0(4) 22.0(9) 0.18(0.12) <0.0003
DHL: Deshidrogenasa lactica, DD: Dimero D, VSG: Velocidad de sedimentacion globular, PCR: Reaccion de cadena
de polimerasa, DE: Desviacion estandar.

En la Figura 3 se puede observar el porcentaje de linfocitos ( CD4+, CD8+,CD20+) en los
tres grupos, los linfocitos T-CD4+ y CD20+ se presentan con mayor frecuencia (77% y 28%)
respectivamente en el grupo de pacientes intubados.

De los linfocitos T-CD4+ en sus diferentes etapas (TEMRA, Naive, MC,ME), los T-CD4+ se
encuentran incrementadas en las células Naive (células que aun no se ha unido a un antigeno)
en el grupo de pacientes intubados en comparacion con el grupo control (49% vs 5%
p<0.0001). En cuanto a las de memoria central (MC) se encuentran aumentadas en el grupo
control, en comparacién con el grupo de pacientes intubados, (41% vs 15% p< 0.01) y el
mismo caso es para las células de memoria efectora (ME) 54% vs 25. %

El porcentaje de linfocitos TCD8+ en células Naive también se encuentra incrementado en
el grupo de pacientes intubados en comparacion con el grupo control, (43% vs 7%
p=<0.0001), y las células TEMRA ( son células de memoria terminales) se encuentran con
mayor incremento en el grupo control comparandolas con el grupo de pacientes intubados ,(
62% vs 29% p=<0.0001).
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Figura3: Frecuencia, expresada en porcentaje de LTCD4+, LTCD8+, LTCD20+. Porcentaje de linfocitos TCD4+, TCD8+, en las etapas

celulares. (TEMRA: células terminales, Naive: células virgenes sin unirse a antigeno, MC : memoria central, ME: memoria efectora).

En la Figura 4, se observa el porcentaje de PD-1, en LTCD4+ y LTCD 8+, en donde hubo
una diferencia entre el grupo de intubados en comparacion con el grupo de no intubados en
los LTCD8&+ de 49% vs 31% p<0.05. Para la expresion de PDL-1 la diferencia significativa
en el porcentaje fue en el grupo de LTCD4+ comparando tanto el grupo de intubados y los
no intubados con los controles, ( 50% vs 0.2% p<0.001) y ( 85% vs 0.2% p< 0.0001),
respectivamente. Y para los LTCD8+ solo se encontré una diferencia significativa en el
porcentaje, comparando grupos de no intubados con el grupo control, (63% vs 0.2%
p<0.0001).
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Figura4: Frecuencia, expresada en porcentaje de PD-1+ , PDL-1 ,PDL-2, en los tres grupos de pacientes (sanos. no intubado, intubado)

donde se encontro diferencia significativa en PDL-1, comparando el gurpo de intubados y no intubados con los controles.
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En la Figura 5, se observa el porcentaje de expresion de las diferentes moléculas asociadas
al agotamiento celular, en KLRG-1+ hubo una diferencia entre el grupo control en
comparacion con el grupo de no intubados en los LTCD8+ de 48% vs 29%) p <0.05, el
resto de moléculas no mostraron diferencia entre los grupos.

Figura 5
= 100+ —~ 15
§ * @ CD4+ :
& 80 & cos+ &
(0] @ 104
5, oo \ : <
= -
@ 40 T @
L % 5
S 20 . S
£ 1N i B " 5 -
3 o L] = o
Sano Nointubado  Intubado sano Nointubado  Intubado
40+ = 50
e B3
= £
= + 40 -
X 30
& bt
—~ -
z = %0
" 20 o
» 20
S g
S 4104 =
810 S 104
E =
= o - 3 o
sano No intubado  Intubado sano Nointubado  Intubado

Figura5: Frecuencia, expresada en porcentaje de KLRG-1+, LAF-3+,TIM-3+, CTLA-4+, en los tres grupos respectivamente. solo se

observa incremento de KLRG-1 con el grupo de no intubados con el grupo control.
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Discusion.

Los linfocitos T desempefian un papel fundamental en la eliminacion de virus, por ejemplo
los linfocitos T CD8+ son capaces de secretar una serie de moléculas como perforinas e
interferones para erradicar los virus del huésped, al mismo tiempo, los linfocitos T CD4+
pueden ayudar a los linfocitos T CD8+ a aumentar su capacidad para eliminar patogenos, sin
embargo, la estimulacion persistente por parte del virus puede inducir el agotamiento de las
células T, lo que conlleva a la pérdida de produccion de citocinas y la reduccidon de su funcion
es decir a la pérdida de la tolerancia inmunolégica.

En un estudio que se realiz6 en pacientes con COVID-19, en un total de 42 pacientes, se
confirmé linfopenia significativa y una reduccion de las células T CD4+ y CD8+ en el
momento del ingreso hospitalario, tanto en pacientes jovenes como de edad avanzada, la
reduccion de linfocitos T CD4+ y CD8+ se ha descrito como un factor prondstico
desfavorable, independientemente de la edad; en nuestro estudio en los pacientes no
intubados, se observo un incremento de las células T CD4+ en comparacion con los
controles y una disminucion de CD8+, sin embargo, en el grupo que requirid intubacion el
incremento de los CD4+ y la disminucion de CD8+ fue mas marcada.!?

De este incremento que observamos en los LT CD4+ de los pacientes intubados, las
subpoblaciones que muestran el incremento son las Naive, es decir que no han estado
expuestos a antigeno, mientras que las de memoria central y efectora muestran una
disminucion en su frecuencia al compararse con los sujetos control, esta conducta se repite
en los LT CD8+ en la subpoblacion Naive , mientras que en este grupo la subpoblacion
TEMRA que se encuentran en su ultima etapa presenta una disminucion significativa.
Ademas, observamos un aumento de la expresion de PD-1 en LT CD8+ circulantes de los
pacientes intubados en comparacion con los no intubados, como se habia descrito
previamente se sabe que esta molécula se regula a la alza durante la activacion de las células
T y puede indicar una propension a la apoptosis o al agotamiento de las células T y por
consiguiente no montar una respuesta inmune adecuada frente al virus.

Ademas, nuestros resultados mostraron que PD-L1 solo mostrd diferencias al compararse
con los sujetos sanos, mientras que PDL-2 no mostrd ninguna diferencia entre los grupos. De
igual manera al evaluar la expresion de KLRG-1, LAG-3, TIM-3 y CTLA-4 solamente

encontramos diferencia en LT CD8+ entre el grupo no intubado y sanos, sin embargo, aunque
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no hubo diferencia en el grupo intubado se encuentra mayor que en el no intubado, por lo
que al estar aumentada KLRG-1 inhibe a los LT CD8+, lo que podria aumentar la
proliferacion virica o disminuir los efectos antivirales de la inmunidad.

Varios autores han confirmado que determinadas moléculas inhibidoras de los puntos de
control inmunitarios estan significativamente reguladas al alza en pacientes con una
evolucion grave de la enfermedad, en nuestro caso, aunque se muestra un incremento al
comparar intubados contra no intubados, no alcanzamos a determinar una diferencia
significativa, probablemente por el tamafio de la muestra.

Se necesitan mas estudios para evaluar el impacto clinico de nuestros hallazgos y comprender
mejor el papel funcional y prondstico de estas moléculas de agotamiento celular en COVID-
19.

Aunque la mayoria de las opciones terapéuticas actuales para tratar a los pacientes con
COVID-19 estan dirigidas a contener la replicacion del SARS-CoV-2, o a controlar la
inflamacion, un tratamiento satisfactorio puede requerir un sistema inmunitario que funcione

correctamente con una funcion de células T competentes.
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Conclusiones
Identificamos que los pacientes con mayor expresion de PD1 tiene mayor riesgo de presentar
una forma de la enfermedad severa a nivel pulmonar, que requirié6 apoyo ventilatorio al

momento del diagnéstico de COVID-19.
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Abreviaturas.

PAFI: Presion artrerial de oxigeno/ Fraccion Inspirada de Oxigeno.

IMC: Indice de Masa Corporal.

SIRA: Sindrome de Indsuficiencia respiratoira Aguda.

PD-1: (Programed death-1, CD279)

PDL-1: El ligando 1 de muerte programada

PDL-2: El ligando 2 de muerte progrmada

CD4: Cumulo de diferenciacion 4

CD8: Cumulo de diferenciacion 8

DHL Deshidrogenasa lactica.

PCR: Reaccion en cadena de polimerasa

DD: Dimero D.

VSG: Velocidad de sedimentacion Globular.

CMN: Células mononucleadas.

KLRG-1: Receptor G1 similar a la lectina de las células asesinas
LAG-3: Gen de activacion linfocitaria 3

TIM-3: Células T que contiene dominio de mucina-3
CTLA-4: Antigeno 4 de linfocitos T citotdxicos.
DMP: Patrones moleculares asociados a dafios
SARS: Sindrome respiratorio agudo grave

DMCO: Dimetilsulfoxid

LT: Linfocitos T.
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