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Resumen

La activacion exacerbada del sistema inmunologico es una de las caracteristicas de la
enfermedad causada por la infeccion de SARS CoV2, conocida como COVID 19, asi como
se ha reportado para sepsis y SIRS (Sindrome de Respuesta Inflamatoria Sistémica).
Niveles séricos elevados de 11-6, linfopenia severa, expresion de marcadores de
agotamiento en linfocitos y tasas de apoptosis elevadas en estas células se han reportado en
pacientes con peor pronostico en pacientes con COVID19. En cuanto a los monocitos,
aunque en SIRS vy sepsis, tanto en modelos animales como en pacientes con sepsis, se ha
reportado que existe un incremento en las frecuencias del subtipo de monocitos no clasicos
y que la disminucién en la expresion de HLA-DR e incremento en TREM-1 estas células
mieloides se asocian con mal prondstico, no esta claro si en el caso de COVID19 ocurre un
fendmeno parecido. Por ello el objetivo del presente trabajo fue determinar si en los
pacientes con infeccion por SARSCoV2 sintomética (con COVID19) las frecuencias de
monocitos circulantes, asi como la expresion de HLA-DR y/o TREM1 se asocian con la
evolucion de pacientes con COVID19. Se estudié una cohorte de pacientes que solicitaron
atencion por presentar un cuadro de infeccion de vias respiratorias en el Hospital de
Especialidades del CMN Siglo

XXI. En las primeras 24 horas posteriores a su hospitalizacion (debida a su cuadro
respiratorio agudo) se efectué evaluacion clinica y toma de prueba de RT-PCR para el
diagnostico de COVID19. Después de la firma de consentimiento informado, se colecto,
mediante venopuncién una muestra de sangre periférica para inmunofenotipificar los
leucocitos y determinar, mediante citometria de flujo, las frecuencias de las subpoblaciones
de monocitos clasicos (CD14"CD16), intermedios (CD14"CD16"), y monocitos no clasicos
(CD14™"CD16"), asi como la expresion de HLA-DR y TREM-1. Se incluyeron un total de
23 pacientes con COVID 19, y a un grupo del0 voluntarios sanos. De los pacientes con
COIVD19 13 egresaron por mejoria y 10 fallecieron. En comparacién con sujetos sanos, se
incrementa el nimero de monocitos, aunque no existen diferencias significativas entre los
pacientes que sobrevivieron y los decesos. Sin embrago, al analizar las subpoblaciones de
monocitos hay significativamente mayor frecuencia de monocitos no clésicos en los
pacientes con COVOD19, independientemente del desenlace que tuvo la enfermedad
(mejoria o deceso). Asi mismo, la proporcion de células que expresan HLA-DR y el nivel de
expresion es menor en los monocitos de los pacientes con COVID19, con significancia solo
en los monocitos clasicos e intermedios provenientes de los pacientes que fallecieron.
TREM-1 mostrd una tendencia a expresarse mas en los pacientes con COVID19 que
fallecieron. En conclusion, a pesar que los monocitos que prevalecen en los pacientes con
COVID son los clasicos, nuestros resultados sugieren que en los pacientes con COVID19 la
disminucion en la expresion de HLA-DR y el incremento en la expresion de TREM1 puede
estar asociado con peor prondstico similar a lo reportado para otros estados de inflamacion
sistémica severa y aguda.
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Abreviaturas
APB
CCL

CCR

CD
CXCL

CXCR

DNA
FC
GM-CSF

HLA
IL
NF- xB

NK
PAMP

PCT
PRR

PBS
PCR
PerCp

rpm
SARS

STAT1

Adult Peripheral Blood (Sangre Periférica de Adulto)

Chemokine (C-C motif) (Quimiocina con dos residuos de cisteina
adyacentes)

Chemokine (C-C motif) receptor (Receptor de quimiocina con dos
residuos de cisteina adyacentes)

Cluster of Differentiation (Marcador de diferenciacion)

Chemokine (C-X-C motif) ligand (Quimiocina con dos residuos de
cisteina separados por un aminodcido diferente)

Chemokine (C-X-C motif) receptor (Receptor de quimiocina con dos
residuos de cisteina separados por un aminoécido diferente)
Deoxyribonucleic acid (Acido desoxirribonucléico)

Frecuencia cardiaca

Granulocyte-Macrophage ~ Colony-Stimulating  Factor  (Factor
estimulador de colonias de granulocitos y macrofagos)

Human Leucocyte Antigen (Antigeno leucocitario humano)
Interleucina

Nuclear Factor Kappa-Light-Chain-Enhancer of activated B cells
(Factor nuclear potenciador de las cadenas kappa de las células B
activadas)

Natural Killer (Asesinas naturales)

Pathogen Associated Molecular Pattern (Patrén Molecular Asociado a
Patogenos)

Procalcitonina

Pattern Recognition Receptor (Receptor de Reconocimiento de
Patron)

Phosphate Buffer Solution (Solucién amortiguadora de fosfatos)
Polymerase Chain Reaction (Reaccién en cadena de la polimerasa)
Peridinin Chlorophyll Protein (Fluorocromo Proteina Clorofila
Peridinina)

Revoluciones por minuto

Severe Acute Respiratory Syndrome (Sindrome Agudo Respiratorio
Severo)

Signal transducers and transcription factors 1



Antecedentes

Coronavirus

Los coronavirus son virus de envoltura con genoma RNA de cadena sencilla no segmentados
1. Seis coronavirus (CoV) son capaces de infectar a humanos y causar enfermedad
respiratoria, entre estos virus estan tanto el causante del Sindrome Respiratorio Agudo Severo
(SARS-CoV) como el causante del Sindrome Respiratorio del Medio Oriente (MERS-CoV).
Los CoV pertenecen al orden Nidovirales, familia Coronaviridae, subfamilia Coronavirinae
y estan divididos en cuatro géneros % El 30 de enero de 2020, la OMS declaré el brote

epidémico de la enfermedad COVID-19 por un nuevo coronavirus denominado SARS-CoV?2

3

En noviembre de 2002 se detecto el agente etioldgico SARS-CoV, después de 4 a 6 dias del
primer contacto con el virus los pacientes desarrollan sintomas de enfermedad respiratoria y
neumonia. SARS-CoV infecta multiples 6rganos y causa una enfermedad sistémica y
paradéjicamente los sintomas se agravan conforme el virus es depurado *. En junio de 2012
el MERS-CoV fue causa de casos de enfermedad respiratoria similar a SARS-CoV perocon
mayor tasa de mortalidad (=35%) >, las personas de la tercera edad y particularmente con
comorbilidad desarrollaron formas severas con desenlace fatal °. Hasta la fecha no se han
desarrollado vacunas o tratamiento farmacoldgico antiviral para tratar estas enfermedades.
La prueba diagndstica para la infeccién por SARS-CoV2 es la RT-PCR, aunque se ha
reportado que la sensibilidad diagndstica de la tomografia computada de térax es mayor que
la prueba de RT-PCR (98 vs 71% respectivamente) .

Los CoV son esféricos o pleomdrficos con diametro de 80 a 120 nm. Expresan en su
superficie la glicoproteina S y la proteina dimérica esterasa de hemaglutinina (HE). La
envoltura viral esta constituida por la proteina M que es la mas abundante de las proteinas
estructurales, adicionalmente expresan una pequefia proteina transmembranal de la envoltura
(proteina E). Finalmente, la proteina N se une al RNA gendmico formando una nucleocapside
simétrica helicoidal 8. Estas protefnas son potencialmente inmunogénicas y provocan la

activacion de células de la respuesta inmunoldgica innata y adquirida.



La infeccidn celular depende de una serie eventos ya caracterizados para los CoV y el SARS-
CoV en particular. Los CoV se unen a receptores de superficie celular. Especificamente la
proteina S viral se une a la Enzima Convertidora de Angiotensina 2 como receptor. La enzima
ejerce su accién proteica que permite el ingreso a la célula °. Algunos factores del hospedero
pueden restringir la unién y la entrada de los CoV, por ejemplo, la proteina transmembranal
inducida por interferon (IFITMs) tiene funciones antivirales contra una gran variedad de
RNA virus *°.

Los CoV inducen la apoptosis de células del epitelio respiratorio, neuronas, linfocitos T y
células dendriticas ***?. Esta actividad viral explica la linfopenia observada en pacientes con
infeccion por SARS-CoV. La induccidn de apoptosis requiere de la activacién de caspasas,
la expresion de proteinas formadoras de canal que incrementan la permeabilidad de la
membrana externa de la mitocondria o del secuestro proteinas anti-apopt6ticas como Bcl-X .

en el reticulo endoplasmico *.

Respuesta inflamatoria inducida por Coronavirus

La infeccidn por CoV induce una elevada produccion de IFN-tipo I. Sin embargo, algunas
proteinas de SARS-CoV o MERS-CoV son antagonistas del interferén *3. Ademas, se ha
reportado la proteina S de SARS-CoV induce la sintesis de las quimiocinas; CCL2 y CXCL8
1415 'lo que sugiere la participacion de polimorfonucleares en la infeccién por SARS-CoV.
Ademas, la sobreexpresion de la Proteasa tipo-Papaina de SARS-CoV 0 MERS-CoV reduce

la expresion de IFN-beta y de citocinas proinflamatorias en lineas celulares *°.

La infeccion por CoV provoca respuestas celulares que resultan en cambios quimiotacticos,
apoptoticos, o produccion de citocinas, por ejemplo en el SARS puede observarse una
extensa infiltracion celular en el intersticio pulmonar y alveolos, este infiltrado incluye
neutrdfilos y macrdéfagos. También se ha observado un aumento de neutréfilos y monocitos
en sangre, y linfopenia de células CD4 y CD8 en pacientes con desenlace fatal por SARS
1718 | a fase aguda de SARS cursa con una severa linfopenia con pérdida de células CD4+y
CD8+ 8 con expresion disminuida de CD25, CD28 y CD69 en linfocitos CD4 y CD8 1°%°.
Se hareportado que la presentacion antigénica por DC a células T no es apropiada por lo que
es probable que esta condicion resulte de una deficiente expresion de moléculas de clase 11
del MHC, CD86
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0 CD40 #. Ademas, la infeccién de Células Dendriticas (DC) con SARS-CoV induce baja
expresion de IFN-alfa y beta, moderada expresion de TNF-alfa e IL-6, y alta expresion de
CCL3, CCL5, CCL-2 y CXCL10 ?*, De forma similar macréfagos infectados por SARS-CoV
muestran una elevada produccién de IFN, aunque retardada. Asi mismo, se ha reportado que
la proteina E de SARS-CoV aumenta la produccion de citocinas proinflamatorias,

quimiocinas y la actividad del inflamosoma .

Marcadores de activacién

La fenotipificacidn de leucocitos de sangre periférica de pacientes con SARS es una
alternativa de diagnostico temprano. El andlisis multiparamétrico por citometria permite
obtener resultados en poco tiempo (hora y media después de la toma de muestra), de mas de
8 pardmetros de forma simultanea a partir de volumenes minimos de muestra (200 uL de
sangre) %%

Se ha reportado que algunas moléculas de superficie en leucocitos son candidatos
para servir como biomarcadores en procesos inflamatorios sistémicos como lo es el

COVID19, entre ellos se encuentran:

CD45: Es una glicoproteina de 180-240 kD también denominada como antigeno comun
leucocitario %*. Es miembro de la familia de las proteinas tirosin fosfatasas, expresada en
todas las células hematopoyéticas excepto eritrocitos y plaquetas. Su vida media en la
superficie de linfocitos T es de 8-9 hrs 2. Se han descrito diferentes isoformas de CD45 como
resultado del corte y empalme de los exones 4, 5y 6 del gen que la codifica 33. Las isoformas
de CD45 pueden asociarse a diferentes estados de activacion y maduracion celular, por
ejemplo; se ha reportado que la isoforma CD45RA se expresa en superficie de células T en
reposo, mientras que CD45RO se expresa en células T activadas o de memoria 2. Los
linfocitos B expresan la isoforma CD45RA, pero no CD45RO, mientras que las células NK

expresan ambas isoformas.

CD69: Es una proteina transmambranal de tipo Il de 27-33 kD, también conocida como la

molécula inductora de activacion (AIM), su vida media intracelular es de 40 minutos *’ . Es
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un receptor de lectina tipo C, se expresa de manera constitutiva en linfocitos en reposo, su
expresion aumenta rapidamente tras la activacion celular (a partir de las 2 horas de haberse
estimulado) %. El gen que codifica para CD69 se encuentra en el cromosoma 12 y se
comporta como un gen de activacion temprana gue contiene elementos de respuesta paralos
factores de transcripcion NF-xB, ERG-1 y AP-1 ?”. Estudios in vitro han mostrado la sobre
expresion de CD69 en infiltrados celulares de enfermedades inflamatorias cronicas, lo que
sugiere que este receptor tiene una funcion importante en la activacion de leucocitos con

29,30

efecto pro-inflamatorio , por lo que la deteccion de esta molécula en linfocitos puede

indicar una infeccion reciente (4hrs).

HLA-DR: Es una glicoproteina heterodimérica de superficie celular, compuesta de una
cadena a de 36kD (pesada) y una cadena de 27 kD B (ligera), se expresa en linfocitos B,
linfocitos T activados, monocitos/macrofagos, células dendriticas y otras células no
profesionales presentadoras de antigenos 3*. HLA-DR permite la presentacién de antigenos
a las células T y es crucial para el inicio de la cascada inflamatoria durante la sepsis *2. La
expresion de HLA-DR en monocitos esta disminuida en pacientes adultos con sepsis, hay
reportes que lo proponen como un indicador de complicaciones sépticas después de cirugia
mayor o trauma 3. El pico de expresién después de activacion es de 100 horas **. La
expresion aumentada de HLA-DR en leucocitos ha sido asociada a pacientes con infecciones
graves; pancreatitis, cirugias mayores, y de manera importante, en pacientes con CARS. La
expresion disminuida de HLA-DR en monocitos CD14" es un indicador de mal prondstico

en pacientes con sepsis >*.

TREM-1: Es una glicoproteina de tipo 1 de 30 kD también conocido como el receptor de
activacion expresado en células mieloides-1, miembro de la superfamilia de las
inmunoglobulinas **. TREM-1 es altamente expresado en las células mieloides de sangre
periférica (en particular los monocitos y los granulocitos maduros); la expresion TREM-1
puede ser aumentada por las bacterias, hongos y LPS **¢. Se ha demostrado que TREM-1
interactla con la proteina adaptadora DAP12 para estimular neutrofilos y monocitos en
respuestas inflamatorias mediadas a través de la activacion y liberacion de citocinas pro-

inflamatorias como TNF-¢, IL-18y GM-CSF*'. Se cree que la expresion de TREM-1 en la
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superficie de celulas mieloides sirve para amplificar las respuestas inflamatorias a
infecciones fingicas y bacterianas *, también se ha demostrado en pacientes con infecciones
bacterianas, que la expresion elevada de TREM-1 en superficie celular resulta en la elevacion

en plasma de su forma soluble (STREM-1) %

Planteamiento del problema

En México, el 28 de febrero del 2020, se confirmo el primer caso en un adulto de 35 afios,
residente de la Ciudad de México que regresé de un viaje a Italia. Hasta el 12 de junio de
2020, se han confirmado 139,196 casos positivos y 16,448 muertes, con una tasa de letalidad
cercana al 11% y muy por arriba de lo reportado internacionalmente. Se ha determinado que
la linfopenia esta frecuentemente presente en pacientes de mayor gravedad con COVID19.
Aunqgue par la infeccion por SARS se reportd que se hay monocitosis y neutrofilia, se
desconoce si los pacientes COVID19 el incremento en el nimero de monocitos con fenotipo
activado y/o la prevalencia del subtipo de monocitos clasicos, intermedios 0 no clasicos,
junto con la expresion de HLA-DR y TREML1 se asociara con peor pronéstico y/o

requerimientos de apoyo ventilatorio.

Pregunta de Investigacion
¢Existe asociacion entre un mayor nimero de monocitos, sus subtiopos y/esxpresion de
marcadopres de activacion y la necesidad de apoyo ventilatorio y/o desenlace en los pacientes

con COVID19?
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Hipotesis

Ho: Los pacientes COVID19 con mayor nimero de monocitos, primordialmente no clasicos,
con fenotipo activado al ingreso tienen igual frecuencia de necesidad de apoyo ventilatorio e
incidencia de decesos que en pacientes con menor nimero de monocitos con fenotipo

activado al ingreso.

Hi: Los pacientes COVID19 con un mayor humero de monocitos no clasicos y/o con fenotipo
activado al ingreso tienen mayor frecuencia para requerir de apoyo ventilatorio y/o decesos
que en el grupo de pacientes con menor nimero de monocitos con fenotipo activado al

ingreso.

Objetivos
Obijetivo General
Determinar si, al ingreso del paciente COVID19, el nimero y/o tipo de monocitos con

fenotipo activado esta asociado a mayor frecuencia para requerir apoyo ventilatorio o deceso.

Obijetivos particulares
1. Establecer, al ingreso del paciente COVID19, el nimero de monocitos circulantes
2. Determinar, al ingreso del paciente COVID19, la frecuencia de monocitos clasicos, no
clésicos e intermedios.
3. Determinar, al ingreso del paciente COVID19, la expresion de HLA-DR en monocitos.

4. Determinar, al ingreso del paciente COVID19, la expresion de TREM en monocitos.

14



5. Determinar si existe asociacion entre el nimero, tipo de monocitos y la expresion de HLA-

DR y/o TREM1 y una mayor frecuencia para requerir apoyo ventilatorio o losdecesos.

Metodologia

Disefio del Estudio

Analitico: Se evalud si existe asociacion en pacientes COVID19 del nUmero de monocitos
con fenotipo activado y el uso de apoyo ventilatorio o deterioro de funcién renal.
Observacional: EI nimero de monocitos con fenotipo activado fue determinado al ingreso
de su estancia hospitalaria y se registro el uso de apoyo ventilatorio o deterioro de funcion
renal.

Transversal: Se realiz6 solo una medicion del nimero de monocitos con fenotipo activado
Prospectivo: Pacientes fueron reclutados para su inclusion en el presente estudio y hasta
concluir el periodo establecido para el proyecto o cuando se cumpli6 el calculo de la
muestra. Universo de trabajo

Pacientes adultos que ingresaron con la sintomatologia asociada a COVID-19 (fiebre >38
C, tos, fatiga, cefalea, disnea) a la UMAE Hospital de Especialidades del Centro Médico
Nacional “Siglo XXI”, IMSS, y que contaron con prueba de RT-PCR positivo para SARS-
CoV-2.

Criterios de inclusién

1. Pacientes adultos de ambos sexos, mayores de 16 afios que ingresaron a la UMAE Hospital
de Especialidades del CMN “SXXI” con diagnostico de COVID-19 y que se corrobore

mediante la prueba de RT-PCR

15



Criterios de no inclusiéon

1. Pacientes portadores de enfermedades inmunosupresoras: VIH+, Virus de Hepatitis C,
inmunodeficiencias primarias, artritis reumatoide, lupus eritematoso y bajo tratamiento con
inmunosupresores

2. Pacientes o representantes legales que no aceptaron participar en el estudio

Criterios de Eliminacion
1. Pacientes que rechazaron continuar participando en el estudio.
2. Pacientes con expediente incompleto.
3. Pacientes en los que no se logrd efectuar la evaluacién completa de la respuesta inflamatoria,

seroldgica y celular.

Tamanfo de muestra
1. Considerando las condiciones de la pandemia y el nimero de pacientes que recientemente se
diagnostican, se considerara una muestra por convenienciay se incluiran a todos los pacientes

gue cumplan los criterios de inclusion de marzo a septiembre de 2020.

Variables

Variables dependientes
1. Numero de monocitos con fenotipo activado
2. Numero de pacientes que necesitan apoyo ventilatorio

3. Numero de pacientes que tienen deterioro de funcion renal

Variables Independientes
1. Prueba positiva de RT-PCR para COVID-19
2. Gravedad de la enfermedad evaluada por las siguientes escalas: SOFA, qSOFA, y SIRA
(Sindrome de insuficiencia respiratoria del adulto)
3. Variables sociodemogréficas, laborales y personales.
4. Edad

5. Género
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6. Presencia de comorbilidades:

sobrepeso/obesidad

7. Toxicomanias

diabetes mellitus,

hipertension arterial, cardiopatias,

8. Actividad laboral actual (exposicién a polvos y quimicos), pensionado, nimero de trabajos

9. Fiebre 238 C, tos, fatiga, cefalea, disnea, congestion nasal, secrecion nasal, estornudos, dolor

articular y muscular, dolor de garganta, diarrea

10. NUmero de dias con los sintomas.

11. Datos de la biometria hemética y la quimica sanguinea (glucosa, creatinina, perfil lipidico y

hepatico, indice aterogénico).

12. Dimero D, proteina C reactiva ultrasensible y fibrindgeno

13. Caracteristicas sociodemogréaficas (condiciones econdmico-sociales)

Definicion operacional de las variables

Variable Tipo Definicion Definicion Escala Fuente de
conceptual operacional medicion | informacion
Edad Cuantitativa | Tiempo en | Tiempo en afios | Afios Expediente
continua afios a partir{ a partir  del clinico
del nacimiento | nacimiento
Género Cualitativa Caracteristica | masculino 0 | O=hombre | Expediente
Nominal biolégica que | femenino 1=mujer | clinico
Dicotémica | permite
clasificar a los
seres humanos
en hombres o
mujeres
Caso Cualitativa Persona  que | Positivo 0 | Positivo o | Expediente
confirmado | Dicotomica | cumplaconla | negativo negativo | clinico/ 0
definicion a SARS | resultado  del
operacional de CoV2 laboratorio
caso reconocido a
sospechoso  y solicitud
que cuente con
diagndstico
confirmado por
la Red
Nacional  de
Laboratorios
de Salud
Publica
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reconocidos

por el INDRE
SOFA Cuantitativa | Escala puntuacion valores Expediente
(Secuential Discreta utilizada para| SOFAmaéasalta | delOal4 | clinico
Organ la valoracion | estd  asociada
Failure de la severidad | con una mayor
Assessment de disfuncion | probabilidad de
Score) organica, la | mortalidad
cual involucra
parametros
clinicos
(Frecuencia
arterial media
y escala de
Glasgow) y de
laboratorio
(Plaquetas,
x103 /uL,
BilirubinA,
mg/dL,
Creatinina,
mg/Dl, etc.)
indice de Indicador que | Se calcula | IMC Expediente
Masa marca la | utilizando el | normal es | clinico
Corporal relacién entre | peso en| del18.5a
(IMC) el pesoy la kilogramos 24.9
talla de un| dividido por el sobrepeso
individuo cuadrado de la como un
utilizado en la | talla en metros IMC igual
deteccion del | (kg/m2) 0 superior
sobrepeso y a25yla
obesidad  en obesidad
adultos. como un
IMC igual
0 superior
a 30
Cantidad de | Cuantitativa | Cantidad de | Porcentaje  de | cel/mL Inmunofenotip
Células Discreta Células Células 0 por citometria
CD14+ que CD14+ en | CD45'CD14'FS de flujo
expresan: circulacion. CmedgSCmed
HLA-DR, y
TREM-1
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DEFINICIONES

Caso posible (antes sospechoso): Paciente adulto que en los ultimos 7 dias presento al
menos dos de los siguientes signos y sintomas: tos, fiebre o cefalea
Acompafiadas de al menos uno de los siguientes signos o sintomas:

« Disnea, artralgias, mialgias, odinofagia/dolor faringeo, rinorrea, conjuntivitis, dolor

toracico.

Caso confirmado: Paciente que cumpla con la definicion de caso sospechoso y que cuente
con diagnostico confirmado por la Red Nacional de Laboratorios de Salud Publica
reconocidos por el INDRE
Caso grave: Paciente que con neumonia, Sindrome Respiratorio Agudo Severo o

insuficiencia renal.

SOFA (Secuential Organ Failure Assessment Score): Escala utilizada para la valoracion de
la severidad de disfuncion orgénica, la cual involucra parametros clinicos (Frecuencia arterial
media y escala de Glasgow) y de laboratorio (Plaquetas, 1 x10° /uL. Bilirubina, mg/dL.
Creatinina, mg/dL. etc). Tiene valores del 0 al 4, donde una puntuacion SOFA mas alta esta
asociada con una mayor probabilidad de mortalidad. El puntaje califica la anormalidad por

sistema de rganos y explica las intervenciones clinicas™.

gSOFA (quick SOFA): Escala simplificada denominada "SOFA rapido™ para facilitar la
identificacion de pacientes potencialmente en riesgo de morir. Consta de tres parametros
clinicos (Frecuencia respiratoria >22 /min, cambio en el estado mental y presion arterial
sistolica <100 mmHg) a los que se les asigna un punto (Valores de la escala de 0-3). La

puntuacion qSOFA de >2 puntos indica disfuncion orgénica40

SIRA (Sindrome de Insuficiencia Respiratoria del Adulto): Sindrome agudo
caracterizado por falla respiratoria de origen no cardiogénico que conlleva a disfuncién en la

oxigenacion*.

indice de Masa Corporal (IMC): Indicador que marca la relacion entre el peso y la talla de
un individuo utilizado en la deteccion del sobrepeso y obesidad en adultos. Se calcula

utilizando el peso en kilogramos dividido por el cuadrado de la talla en metros (kg/m?).
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Donde un IMC normal es de 18.5 a 24.9, sobrepeso como un IMC igual o superiora 25y la

obesidad como un IMC igual o superior a 30.

Dimero D: El dimero D (DD) es un producto de degradacion de la fibrina, su presencia indica
un proceso de fibrinolisis posterior a una trombosis. Se expresa en FEU (Unidades

Equivalentes de Fibrindgeno)

Proteina C Reactiva ultrasensible: La PCR es producida por el higado. La concentracion
en suero se eleva cuando hay inflamacion en todo el cuerpo. Esta es una de un grupo de
proteinas llamadas "reactantes de fase aguda™ que aumentan en respuesta a la inflamacion.
La prueba ultrasensible (proteina C reactiva ultrasensible) permite medir la PCR cuando la

proteina se encuentra en cantidades muy pequefias. Se expresa en mg/L.

Fibrinogeno: El fibrindgeno, ultima proteina de la cascada de la coagulacion, puede medirse
por métodos quimicos o inmunitarios, se encuentra en concentraciones que van de 200 a 400
mg/dL. En condiciones de estrés actla como un reactante de fase aguda y puede elevarse

hasta 800 mg/dL. Se expresa en mg/dL.

Obesidad: El sobrepeso y la obesidad se definen como una acumulacion anormal y excesiva
de grasa que puede ser perjudicial para la salud

Diabetes Mellitus: La diabetes de tipo 2 es un trastorno cronico que afecta la manera en la
que el cuerpo metaboliza el azucar (glucosa), una fuente importante de energia para el

Cuerpo.

Hipertension arterial: La hipertension arterial es una enfermedad cronica en la que aumenta
la presion con la que el corazon bombea sangre a las arterias, para que circule por todo el

cuerpo.
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Cardiopatia: Es una condicion patoldgica que involucra diferentes alteraciones del corazon
como la enfermedad isquémica (alteracion en el aporte de oxigeno al corazon), la

insuficiencia cardiaca, entre otras.

Hepatopatia: Condicion patoldgica que se caracteriza por alteracion en la funcion hepatica

y cuya etiologia puede ser de origen diverso.

Neumopatia: Condicion patolégica que se caracteriza por alteracion en la funcion

respiratoria y cuya etiologia puede ser de diferente origen.

Ventilacién mecanica: Procedimiento de respiracion artificial que otorga soporte temporal a
la funcién ventilatoria de los musculos inspiratorios en lo que se corrige la causa de la

insuficiencia respiratoria.

Lesién Renal Aguda: Es la disminucion abrupta y generalmente reversible de la tasa de
filtracion glomerular (TFG). Esto da como resultado una elevacion del nitrégeno sérico de
urea en sangre (BUN), creatinina y otros productos de desecho metab6lico que normalmente
son excretados por el rifion. Tomando en cuenta dos variables aumento de creatinina y
disminucion de volimenes urinarios se clasifica en tres estadios:

Estadio 1: Aumento de creatinina basal >1.5 a 1.9 veces el valor de la creatinina basal o flujo
urinario <0.5 ml/kg/hora durante 6-12 hrs.

Estadio 2: aumento 2-2.9 veces el valor de la creatinina basal o flujo urinario <0.5 ml/kg/hora
durante mas de 12 hrs.

Estadio 3: Aumento mayor a 3 veces el valor de la creatinina basal o creatinina sérica mayor

o igual a 4 mg/dl. O inicio de tratamiento sustitutivo de la funcion renal.
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Severidad de la enfermedad por COVID-19:

Asintomatico: PCR positiva para SARS COV?2 sin datos clinicos de la enfermedad

Leve: Sintomas de infeccidn aguda de tracto respiratorio superior incluyendo fiebre, fatiga,
mialgias, tos, dolor faringeo, rinorrea y estornudos sin neumonia.

Moderada: Neumonia, frecuentemente fiebre y tos, algunas veces puede haber disnea, pero
no hipoxemia ni dificultad respiratoria.

Severa: Réapida progresién alrededor de una semana, disnea, con cianosis central, saturacion
capilar de oxigeno menor a 92%, con otras manifestaciones de hipoxemia.

Critica: Pacientes con distrés respiratorio agudo o falla respiratoria, estado de choque o falla

organica multiple.
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Procedimiento General
En nuestro modelo de muestreo no probabilistico de casos consecutivos de pacientes que

cumplieron con los criterios de seleccion y aceptaron participar en el estudio (o los
representantes legales) mediante consentimiento informado (con firma en la carta de
consentimiento informado, ver Anexos), se realizé el siguiente protocolo: Los pacientes con
sintomatologia compatible con COVID-19 y que acudieron a la UMAE seran evaluados por
los médicos encargados de Admision Continua de Urgencias de pacientes con potencial
infeccion por SARS-CoV2. El area de Triage respiratorio se diseiid como un circuito “lean
health” con la finalidad de ser mas eficiente el proceso de valoracion clinica de los
pacientes*®. En caso de corresponder a caso grave que requiriera de hospitalizacion, en
aquellos candidatos de acuerdo a los criterios de inclusién, se invité al paciente o a su familiar
responsable a participar mediante la firma del consentimiento informado (Anexo 1). Se
procedio a la recoleccion de datos clinicos, de acuerdo al formato correspondiente. (Anexo
2) y toma de muestra de sangre periférica.

Diagndstico molecular

Una vez hecho el diagndstico clinico de presuncion se tomara una muestra para diagnostico
molecular (RT-PCR). Por disposicion oficial, las muestras de los pacientes sospechosos son
enviadas a los laboratorios de vigilancia epidemiolégica del IMSS quienes son los
encargados y certificados institucionalmente para realizar el diagnéstico y reportar los casos.
Seran incluidos en el estudio aquellos pacientes que se ingresen a hospitalizacion en esta
unidad (UMAE HE CMN SXXI, IMSS). Las muestras iniciales se tomaran en pacientes sin
resultado de RT-PCR, ya que la entrega del resultado lleva 48 horas. Por lo que existe la

posibilidad de tomar muestras en pacientes con resultados negativos.
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Deteccion del virus SARS-CoV-2
El diagnostico molecular se basa en la realizacion de una prueba de gRT-PCR de tamizaje y

otra confirmatoria empleando los iniciadores y sondas disefiados por V. Corman y col. del
Charité, Berlin (Anexos). El grupo de V. Corman disefio tres juegos de iniciadores y sondas
que permiten la amplificacion especifica de fragmentos de los genes del virus SARS-CoV-
2: gen RdRp (RNA Polimerasa dependiente de RNA), gen N (proteina de la nucleocapside)
y gen E (proteina de la envoltura). La prueba de tamizaje se realiza empleando la region del
gen E y la prueba confirmatoria se hace utilizando los iniciadores para un gen alternativo

como RdRp.

Toma de la muestra de sangre periférica

La toma de muestra de sangre se realizd por venopuncion (o a través del catéter central en
caso de contar con él); aproximadamente 6 mL de sangre que se recuperaron en un tubo
Vacutainer con Heparina de Litio como anticoagulante, siguiendo los protocolos de
proteccion para el paciente y para el personal médico (Anexo 3). La toma de muestra se
realiz6 en las primeras 24 horas posteriores al ingreso. Se reclutd a personas sanas (sin
enfermedad respiratoria) como grupo control de personas sanas a quienes se extrajo la
muestra por venopuncion de la vena humeral previa sepsia y antisepsia y colectadas tambien

en tubos vacutainer con heparina de litio como anticoagulante.

Inmunofenotipificacion de leucocitos por citometria de flujo
La cuantificacion de células se realizara como se detalla a continuacion:
A 220 pL de sangre total, se le adicionaron 1,100 uL de solucidn de lisis de eritrocitos

(cloruro de amonio al 0.15M,) y se incubd por 10 min a temperatura ambiente.

24



Posteriormente se adiciond 1 mL de solucién amortiguadora a base de fosfatos (PBS 1x) y
se centrifugd durante 5 min a 1500 rpm. El boton celular obtenido se suspendi6 en 150 pL
de PBS 1x y se contaron las células a fin de verificar y registrar viabilidad y dejar una
suspension de 4-5 x10° células/mL. Se agregaron 50 pL de esta suspensién celular a untubo
de auto-fluorescencia (AF) y a un tubo para inmunofenotipificacion que contiene con los
siguientes anticuerpos: CD45 Pacific Blue, CD14 PECy7, CD16 APC-Cy7 y HLA-DR
PECy5 y TREM-1 PE, con 50 uL de la suspension celular. Pasados 15 min de incubacion a
temperatura ambiente y en oscuridad, se agregaron 250 pL de una dilucién 1:10 de solucion
de lisis y fijado (BD FACSTM Lysing Solution) y se incubaron por 10 min a temperatura
ambiente en oscuridad. Finalmente, las células se lavaron por centrifugacion agregando 1 ml
de PBS y posteriormente se suspendieron en 50 uL de solucién isotonica. Se adquirieron al
menos cinco mil eventos de la zona de monocitos utilizando un citometro FACS ARIA Ilu
(BD™ Biosciences, San José, CA, USA). FACS Aria llu, que se encuentra en el Laboratorio
Centro de Instrumentos/Citometria de Flujo de la Coordinacion de Investigacion en Salud,

ubicado en la planta baja del Hospital de Especialidades CMN “Siglo XXI”, del IMSS.

Algoritmo de analisis: Para la identificacion y caracterizacion de leucocitos circulantes se

utilizaron los siguientes criterios:

Células (FSC vs SSC), no agregadas (FSC-A vs FSC-H) y CD45+

A partir de leucocitos totales, se utiliza, para la identificacion de las subpoblaciones:
e Monocitos: FSC™SSC™CD45™CD147*CD16™

o Monocitos Clasicos: FSC™SSC™cD45™{CD14*CD16
O Monocitos Intermedios: FSC™ISSC™CD45™CD14*CD16*
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©  Monocitos No Clasicos: FSC™Ssc™dcD45™cD14"°%CD16"

Para la expresion de marcadores asociados con activacion se analiz6 el % células positivas y

MIF de los marcadores como se indica a continuacion:

e Monocitos Clasicos: FSC™SSC™CD45™°CD14*CD16 HLA-DR+
e Monocitos Intermedios: FSC™SSC™?CD45™CD14*CD16*HLA-DR+
e Monocitos No Clasicos: FSC™SSCc™¢CcD45™¢CD147°"CD16 "HLA-DR+

e Monocitos y Media del valor de la intensidad de Fluorescencia TREM-1+

Andlisis estadistico

Se utilizd estadistica descriptiva con base a las variables de interés. Asi para las variables
categoricas se reportaron proporciones. Para variables cuantitativas discretas o continuas, se
determiné la media, mediana, moda y desviacion estandar. De acuerdo a su distribucion y
varianza, se determinara el uso de estadisticos paramétricos o no-paramétricos. Asi el analisis
comparativo entre las caracteristicas sociodemograficas (hombre vs mujer), edad (categorias
de edad), comorbilidades (enfermo vs no enfermo), desenlace (Mejoria vs deceso) con la
concentracion de los biomarcadores inflamatorios, ya sea frecuencias, medias o
distribuciones de poblaciones, se realizaron pruebas de hipdtesis mediante t de Student 6 U-
Mann Whitney o ANOVA de 2 vias y post-prueba Bonferroni o Dunn cuando asi
corresponda. a. Los resultados se procesaron utilizando Excel, GraphPad Prisma y el

programa STATA v.14.
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Aspectos éticos
Para la realizacion del presente protocolo se solicito la aprobacién por el Comité de local de

ética del HE del CMN “Siglo XXTI” del IMSS (3601). Se considera que los sujetos incluidos
en este estudio tienen un riesgo mayor al minimo, por lo que se solicito la firma de una carta
de consentimiento informado antes de iniciar el estudio.

Marco Legal: Este protocolo respeta las disposiciones enunciadas en la declaracion de
Helsinki de 1975 y sus enmiendas, asi como los cédigos y normas internacionales vigentes
para las buenas préacticas en la investigacion clinica. Aunado a lo anterior, se respetaron
cabalmente los principios contenidos en el Codigo de Ndremberg, el Informe Belmont, el
Codigo de Reglamentos Federales de Estados Unidos, y en el reglamento de la ley general
de salud, tanto en materia de investigacion para la salud (Titulo Quinto). El protocolo no
califica para subordinarse a otras normas oficiales mexicanas especificas, ya que no utiliza
compuestos radioactivos, compuestos quimicos marcados, animales de laboratorio,
particulas o materiales susceptibles de transmitir enfermedades infecciosas, ingenieria
genética, terapia celular, ni sustancias quimicas reactivas o toxicas.

A los sujetos sometidos a este estudio se le solicitd la firma de una carta de consentimiento
informado antes de iniciar el mismo (Anexo Carta de consentimiento). La persona que
solicitd dicho consentimiento fue el investigador principal y/o alguno de los colaboradores
que seran considerados como sub-investigadores.

Riesgo de la Investigacion: Dado que este protocolo incluye la toma de muestras sanguineas,
esta se clasifica con un riesgo tipo Il (mayor que el minimo), pero solo fue realizada en
pacientes adultos.

Balance Riesgo/Beneficio: Dado que las determinaciones bioldgicas se hicieron en el
laboratorio, donde la UIMIQ cuenta con las medidas de bioseguridad necesarias para ello,

asi como el manejo confidencial de los datos, y de que el procedimiento en los pacientes es
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parte del manejo indicado por su padecimiento. El Unico riesgo es el relacionado con la toma
de sangre, la cual se realizé por un profesional con experiencia, los cuales se ven altamente

superados por el beneficio académico y social de la informacion a obtener.

Confidencialidad: Todos los pacientes que ingresaron al estudio fueron tratados con apego
estricto de confidencialidad, quedando prohibida la divulgacion de sus datos personales y
médicos. Las hojas de recoleccion de datos (Anexo Recoleccion de datos) se mantienen a
resguardo en la UIMIQ de la UMAE Hospital de Especialidades del CMN SXXI y
Unicamente seran utilizadas por los investigadores con los propdsitos de la investigacion en
curso. En el expediente clinico del paciente se anotaron los datos clinicos relevantes para el
seguimiento de su padecimiento y los resultados de laboratorio. Los reportes de la
investigacién, como los articulos publicados o presentaciones en congresos y foros

académicos, no llevaron ningln dato personal de los participantes.

Seleccion de Participantes: Antes de invitar a cada paciente a participar en el proyecto, se le
explicO ampliamente su patologia y las estrategias terapéuticas que le corresponden al
momento, asi como la posibilidad de participacién en la investigacion y los riesgos y
potenciales beneficios que pueden derivar de ello. Si el paciente decidia no ser seleccionado
para el protocolo se continud su tratamiento tal y como esta indicado de acuerdo con el
protocolo de tratamiento de pacientes con COVID-19 en la UMAE Hospital de
Especialidades de CMN “Siglo XXI”, acordes a la norma oficial mexicana vigente y la

normativa del IMSS.
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Aspectos de Bioseguridad

1. La investigacion se considera de riesgo mayor al minimo en aspectos de bioseguridad ya
que se colectaron datos del expediente clinico, a través de un cuestionario, asi como de la
toma de muestra sanguinea por personal calificado y con material estéril pero de pacientes
con COVID19. Si bien se ha reportado que los viriones SARS CoV2 aislados de sangre
periférica no resultan infectantes ni el cultivos celulares ni en modelos animales, se requiere
de instalaciones de contencion y bioseguridad. Se anexa la carta de bioseguridad que informa
acerca del manejo de muestras de sangre. Los RPBI generados durante el estudio fueron

manejados bajo la norma NOM-087-ECOL-SSA1-2002.

2. Las muestras de sangre fueron recolectadas en el area asignada para manejo de los
pacientes con COVID-19. Una vez colectadas se colocaron en hieleras etiquetadas
adecuadamente para su transporte exclusivo a la Unidad de Investigacion Médica en
Inmunoquimica de la UMAE del Hospital de Especialidades, Centro Médico Nacional
Siglo XXI, por los investigadores responsables del proyecto. En dicha Unidad de
Investigacion se realizé el manejo de la muestra para la inmunofenotipificacion en un area

tipo BSL2, que cuenta con campara de Bioseguridad nivel II.

3. Las muestras de sangre se obtuvieron de pacientes que cumplen los criterios de seleccién.

Todo el material punzocortante empleado para la toma de muestras, asi como el desecho de
estas en el laboratorio fueron depositados en recipientes especiales, manejados por expertos
para el desecho de estos. La UIMIQ cuenta con campanas y areas para el trabajo con nivel de

bioseguridad 2, necesarias para el manejo de las muestras de estos pacientes.

4. Este protocolo no contempla el uso de farmacos o de procedimientos quirdrgicos masalla

de los indicados por las normas vigentes para el tratamiento de infeccion por SARS-CoV?2,
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por lo cual los riesgos y efectos colaterales para el participante son minimos, restringiéndose
a la posible formacion de un hematoma debido a la puncién de la vena para la toma de la

muestra. Esto se explica con detenimiento en la carta de consentimiento y asentimiento.

Resultados

Como se observa en la Tabla 1, de variables socio- demograficas, la edad, distribucion por
género, talla son similares entre los pacientes con COVID 19 y los sujetos control o sanos.
Asi mismo, las caracteristicas generales de los pacientes que sobrevivieron (egreso por

mejoria) y aquellos que fallecieron (decesos), son similares.

Tabla 1. Variables Sociodemogréficas y de desenlace entre pacientes con COVID y grupo control

VARIABLE (?O\’IID19 COoViID19 CONTROL
Mejoria(n=13) Deceso(n=10) Sanos (n=10)
Edad 47 + 58 +18 41.4+8.5
1
Género
25:2 19:1 :
(Mujeres:Hombr 51 9:16 6:5
es)
Talla 1.6+7.5 1.7+4.3 1.5+
(mts) 8
L it i lant
e"°°°('x‘1’;5°/';i‘)‘ antes 16.5+ 7.6 15.4 + 8.3+1.7
12.415
APACHE 8 9 NA
SOFA 4 7 NA
Ventllaaon, . 1 6 NA
Mecanica
Asistida
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Entre las diferencias observadas entre los pacientes COVID19 que presentaron mejoria, esta

el haber requerido de ventilacion mecénica asistida, siendo significativamente superior en

aquellos que fallecieron (p<0.05, Tabla 1). Asi mismo, el indice de masa corporal fue mayor
en los pacientes COVID19 respecto a sujetos sanos (control), aunque en los pacientes
COVID de acuerdo al desenlace no hubo diferencia (figura 1). Los pacientes presentaron

taquicardia respecto a sujetos sanos y taquipnea en el caso de aquellos que no sobrevivieron

(Figura 1)
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Figura 1. Comparacion de signos e indice de masa corporal (IMC) de los pacientes y
sujetos sanos. Se presentan los signos de frecuencia respiratoria, frecuencia cardiaca,
temperatura e IMC de sujetos sanos (control ), con COVID19 gue presentaron mejoria y con
COVID19 que fallecieron (deceso). Prueba de Kruskal Wallis.
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Figura 2. Tension Arterial en grupos estudiados. Se muestran las cifras de tension arterial
sistélica y sistdlica de los sujetos sanos (control), y pacientes COVID 19, tanto los que
egresaron por mejoria, como quienes fallecieron antes de su egreso (decesos). Prueba de
Kurskal Wallis. Significancia p< 0.05.

Las cifras de tension arterial entre los grupos analizados no tuvieron diferencia significativa
(Figura 2).

En lo referente a la cantidad de monocitos, como se observa en la Figura 3, tanto en el nimero
absoluto, como en el porcentaje de estos respecto a leucocitos totales, no existen diferencias

significativas entre los grupos analizados (control y COVID19).
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Figura 3. La cantidad de monocitos no se modifican por COVID 19 o se desenlace. Se
muestran el nimero de monocitos en sangre periférica y su frecuencia (%) respecto a
leucocitos totales de los sujetos sanos (control), y pacientes COVID 19, tanto los que

egresaron por mejoria, como quienes fallecieron antes de su egreso (decesos). Prueba de
Kurskal Wallis. Significancia p< 0.05.

Si bien el nimero tal de monocitos y su frecuencia respecto a leucocitos no presenta
diferencias significativas entre los grupos analizados, llama la atencién, que como se observa
en la Figura 4, que en los pacientes con COVID19 es mayor la frecuencia de monocitos

clasicos, independientemente si sobrevivieron o no.
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Figura 4. Se reportan las frecuencias (%) de las subpoblaciones de monocitos: clasicos,
Intermedios y No Clasicos de los sujetos sanos (control) y pacientes COVID 19 que
sobrevivieron (mejoria) y fallecieron (Decesos). Prueba estadistica Kurskal Wallis.

La frecuencia de monocitos que expresan HLA-DR, en comparacién con sujetos sanos, es
significativamente menor en los pacientes con COVID19, tanto en los que egresaron por
mejoria que aquellos que fallecieron para los subtipos de monocitos intermedios como no
clasicos (Figura 5, a y b). En el caso de monocitos clésicos, esta menor frecuencia de

células que expresan HLA-DR es menor solo en el caso de pacientes COVID19 que

fallecieron (Figura 5c)
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Figura 5. En pacientes con COVID19 que no sobrevivieron es menor la proporcién de
monocitos de todos los subtipos que expresan HLA-DR. Se muestran los porcentajes de
monocitos clasicos, intermedios y no clasicos que expresan HLA-DR en los sujetos sanos
(control), y pacientes COVID 19, tanto los que egresaron por mejoria, como quienes
fallecieron antes de su egreso (decesos). Prueba de Kurskal Wallis..

Como se muestra en la Figura 6, los pacientes que fallecieron por COVID19 presentaron,
con respecto a sujetos sanos (control) significativamente menor nivel de expresion de HLA-
DR en todos los subtipos de monocitos ( clasicos, no clasicos e intermedios) , y esto también
fue significativo en el caso de los pacientes que sobrevivieron (egreso por mejoria) en los

monocitos No Clasicos.
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Figura 6. La expresion de HLA-DR se asocia con peor prondstico en pacientes con
COVID 19. De cada paciente se muestra el valor de la media de la intensidad de
fluorescencia correspondiente al marcador HLA-DR en la superficie de monocitos cléasicos
(CD14'CD16), Intermedios (CD14*CD16%) o Monoacitos no clasicos (CD14 " CD16")
de sujetos sanos (Contrg, ), COVID 19 que presentaron mejoria (g o con COVID 19 que
fallecieron(4). Prueba de Kurskal Wallis.
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Figura 7. TREM 1 tiende a expresarse en pacientes con COVID19 con la muerte como
desenlace. Se muestra el promedio de la expresion de TREML1 en pacientes con COV ID19
que mejoraron o fallecieron antes de su egreso hospitalario. Kurskal Wallis.
Finalmente en lo que se refiere a la expresion de TREM 1, si bien no se alcanzé diferencia

significativa, observamos una tendencia a mayor expresion en loa monocitos de aquellos

pacientes que fallecieron por COVID19.
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Discusion

Como se observa en la tabla de descripcion de caracteristicas demogréaficas, los pacientes son
comparables en lo general, aunque hay una tendencia a presentar mayor edad entre aquellos
gue no sobrevivieron, lo que coincide con que la edad avanzada es un factor de riesgo para
desarrollar formas graves de COVID19 °. Observamos que son personas con sobrepeso y/u
obesidad quienes suelen presentar con COVID19, sin embrago, a diferencia de lo reportado

por otros autores 2’

, o encontramos diferencias respecto al desenlace aunque todavia
quedara por resolver si el estado inflamatorio que pudo llevar a complicaciones puede haber
sido diferente entre estos pacientes que analizamos. También es de reconocerse que el
numero de observaciones es limitado para el tipo de analisis que asocian variables como peso
y edad a complicaciones o mal prondstico.

Se ha reportado que los pacientes con co-morbilidades, incluyendo la hipertension pueden
contribuir a la presentacion de complicaciones en pacientes con COVID19%°. Nosotros no
encontramos diferencias en las cifras de tension arterial que se midieron al momento de la
evaluacion de los pacientes, previo a la toma de la muestra sanguinea. Por ello, es probable
que, aln existiendo como co-morbilidad previa, se encontraran controladas las cifras

tensionales, debido al manejo que se les dio en la UMAE Hospital de Especialidades. Llama

la atencidn, que al menos para el momento de la toma, el descontrol de la tension arterial no
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parece ser un factor de riesgo para complicaciones, dado que no se relacion6 con el tipo de
desenlace de los pacientes.

A diferencia de lo reportado para sepsis 0 SARS CoV2 no encontramos diferencias en la
cantidad y frecuencia de monocitos respecto a leucocitos circulantes totales. Esto coincide
con lo reportado por otros autores que observaron linfopenia, pero no cambios en los
monocitos.

Sin embrago , la composicion de este grupo de monocitos varia en los pacientes COVID19,
donde se incrementa significativamente el nimero de monocitos clasicos, lo que contrasta
con los reportes de sepsis de origen bacteriano, en los que se observan incrementos en la
cantidad de monocitos no clasicos respecto a sujetos sanos *°.

Encontramos que en similitud a lo que previamente hemos reportado en pancreatitis (SIRS)
0 sepsis, en los pacientes con inflamacion sistémica como COVID19 disminuye el nimero
de células que expresan HLA-DR, asi como el nivel de expresion de esta molécula como lo
evidencia la MFI obtenida para esta molécula.

Asi mismo, de acuerdo a lo que hemos publicado en nuestro grupo y otros, la expresion de
TREML1 estd incrementada en aquellos pacientes con peor prondstico en pancreatitis y
sepsis® y observamos una tendencia en a este mismo incremento en los pacientes con
COVID19 que analizamos. Lo anterior seria acorde con lo que se ha sugerido respecto a
que en los pacientes con COVID19 existe un estado hiper-inflamatorio con desbalance en
la distribucion de leucocitos y funcionalidad alterada, con alto potencial inflamatorio, pero
pobre contencion de SARS CoV2 u otros agentes que podrian sumarse como infecciones

agregadas a complicar a los pacientes.
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Conclusion
La expresion de marcadores asociados a activacion y que ademas permiten la sub
clasificacion de monocitos se expresa diferencialmente en pacientes con COVID19, parecido

a lo reportado para otros estados inflamatorios sistémicos
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Anexo

3

\D

IMSS

SEGURIDAD ¥ SOLIDARIDAD SOCIAL
Nombre del estudio:

Patrocinador externo (si aplica):
Lugar y fecha:
Numero de registro institucional:

Justificacion y objetivo del estudio:

Procedimientos:

Posibles riesgos y molestias:

Posibles beneficios que recibira al participar
en el estudio:

Informacién sobre resultados y alternativas de
tratamiento:

Participacién o retiro:

Anexo 1. Carta de consentimiento informado

INSTITUTO MEXICANO DEL SEGURO SOCIAL
UNIDAD DE EDUCACION, INVESTIGACION

Y POLITICAS DE SALUD

COORDINACION DE INVESTIGACION EN SALUD

Carta de consentimiento informado para participacion en
protocolos de investigacion (adultos)

“Marcadores de activacion en células mieloides de
pacientes con COVID19”

NO APLICA

A usted se le invita a participar en este estudio por que cumple con los criterios de inclusion,
que dentro de ellos es presentar la enfermedad COVID-19, generada por el virus SARS-
CoV2 (Coronavirus).

Nuestro objetivo es conocer si un tipo de células de defensa (leucocitos) que son de la
primera linea de defensa(las células mieloides) estdn mas activadas en respuesta al
proceso infeccioso/inflamatorio de pacientes con COVID19.

Al igual que usted, otras personas mas seran invitadas a participar. Su participacion en
este estudio es completamente voluntaria. Por favor lea la informacién que le
proporcionamos, y haga las preguntas que desee antes de decidir si desea o no participar.

Si usted acepta participar ocurrira lo siguiente:

Le pediremos que nos permita tomarle de su brazo dos muestras de sangre, una al inicio
de su evaluacién por el servicio de emergencia/urgencias. La cantidad de sangre que le
tomaremos en cada ocasion equivale a una cucharada sopera regular (6mL). También
requerimos que nos otorgue autorizacion para tomar algunos datos de su expediente
clinico que nos permitan saber detalles del proceso infeccioso.

De cada una la muestra de sangre, tomaremos una pequefia parte y la pondremos en
contacto con moléculas (anticuerpos) que al unirse o no a las células (leucocitos) en su
sangre indican el tipo de célula y si esta o no activada (inmunofenotipo).

Dolor o moretén en el brazo donde entra la aguja para tomar la sangre. En este estudio
mas alla del dolor minimo asociado con la toma de sangre, las molestias son la recopilaciéon
de la informacién mediante el cuestionario y la toma de signos vitales. La informacion
recopilada de su expediente clinico sera tomada bajo absoluta reserva y no se manipularan
sus datos personales ya que no son necesarios para el analisis.

Aunque directamente no obtendré ningin beneficio de los datos obtenidos, estos
permitiran verificar si la activaciéon de las células mieloides pueden o no servir como
indicadores de los pacientes a complicarse o resolver mas rapido la enfermedad y orientar
la vigilancia selectivamente en un futuro para oras personas que lleguen a padecer de
COVID19 o enfermedades parecidas.

Usted recibira el tratamiento adecuado para resolver la infeccién respiratoria que padece,
independientemente que resulte ser por COVID-19 u otro agente infeccioso diferente a
SARS CoV2, en el remoto caso de presentarse complicaciones asociadas a su
participacion en el presente estudio, el IMSS otorgara y cubrira todas las atenciones
requeridas.

Si a Usted le interesan conocer sus resultados de lo que analizamos de su sangre y células
de defensa, puede contactar a la responsable del proyecto, a la Dra. Lourdes Andrea
Arriaga Pizano al teléfono 55 56 276900 ext. 21476

Su participacion en este estudio es completamente voluntaria. Si usted decide no
participar, seguira recibiendo la atencion médica brindada por el IMSS, se le ofreceran los
procedimientos establecidos dentro de los servicios de atencién médica del IMSS. Es
decir, que, si usted no desea participar en el estudio, su decisién, no afectara su relaciéon
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con el IMSS y su derecho a obtener los servicios de salud u otros servicios que recibe del
IMSS. Si en un principio desea participar y posteriormente cambia de opinién, usted puede
abandonar el estudio en cualquier momento. El abandonar el estudio en momento que
quiera no modificara de ninguna manera los beneficios que usted tiene como paciente
atendida en el MSS. Para los fines de esta investigacion sdlo utilizaremos la informacion
que usted nos ha brindado desde el momento en que acepto participar y hasta el momento
en el cual nos haga saber que ya no desea participar.

Privacidad y confidencialidad: La informacion que obtengamos de su expediente clinico sera guardada de manera
confidencial, para garantizar su privacidad. Cuando los resultados de este estudio sean
publicados o presentados en conferencias no se dara informacion que pudiera revelar su
identidad. Su identidad sera protegida y ocultada. Para proteger su identidad le
asignaremos un numero que utilizaremos para identificar sus datos, y usaremos ese
ndmero en lugar de su nombre en nuestras bases de datos.

Declaracién de consentimiento:

Después de heber leido y habiéndoseme explicado todas mis dudas acerca de este estudio:

I:I No acepto participar en el estudio.
I:I Si acepto participar y que se tome la muestra solo para este estudio.
I:I Si acepto participar y que se tome la muestra para este estudios y estudios futuros, conservando su sangre hasta por

seis meses tras lo cual se destruira la misma.

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

Investigadora o Investigador Responsable: Dra. Lourdes Andrea Arriaga Pizano, Unidad de Investigacion Médica en Inmunoquimica
Hospital de Especialidades, CMNN “Siglo XXI”, IMSS
Teléfono. 55 56 276900 ext. 21476

Colaboradores: Dr. Rubén Ramirez Montes de Oca, Teléfono:

En caso de dudas o aclaraciones sobre sus derechos como participante podra dirigirse a: Comité Local de Etica de Investigacién en Salud
del CNIC del IMSS: Avenida Cuauhtémoc 330 4° piso Bloque “B” de la Unidad de Congresos, Colonia Doctores. México, D.F., CP 06720.
Teléfono (55) 56 27 69 00 extension 21230, correo electrénico: comité.eticainv@imss.gob.mx

Nombre y firma del participante Nombre y firma de quien obtiene el consentimiento
Testigo 1 Testigo 2
Nombre, direccion, relacion y firma Nombre, direccion, relacion y firma

Este formato constituye una guia que debera completarse de acuerdo con las caracteristicas propias de cada protocolo de investigacion,
sin omitir informacion relevante del estudio.
Clave: 2810-009-013
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Anexo 2. Carta de Recolecciéon de datos

Nombre del paciente

Numero de afiliacién

Teléfono
Edad
Género Masculino | Femenino
Peso (kg)
Talla (m)
Comorbilidades (indice de Charlson)
Diabetes Si(1) | No(0) | Hipertension Arterial Si(1) | No(0)
gﬁﬂmp”“d‘"“ crénicade | (1) |No (0) | Dislipidemia sii | No(o)
E:rfi?é'?czdad arterial Si(1) |No (0) | insuficiencia cardiaca IV si() | No(0)
Enfermedad vascular ! AP :
cerebral Si (1) |No (0) | Cardiopatia isquémica /IAM Si (1) | No(0)
. Demencia Si (1) |No (0) | Insuficiencia renal crénica Si(1) | No(0)
Comorbilidades o ) o ) !
Epilepsia Si (1) | No (0) | Insuficiencia hepatica aguda | Si(1) | No(0)
Enf. Tejido conectivo Si(1) | No(0) | Cirrosis hepatica Si(1) | No(0)
Hipotiroidismo Si(1) | No(0) | Lupus Si(1) | No(0)
inmunosupresion Si(1) [ No(0) | infeccion VIH /SIDA Si(1) | No(0)
RCP previo a ingreso Si(1) | No(0) | EPOC Si(1) | No(0)
Linfoma Si(1) | No(0) | Leucemia Si(1) | No(0)
Tumor solido Si(1) | No(0) | Ulcera gastroduodenal Si(1) | No(0)
Tabaguismo Si(1) | No(0) | Exposicion humo Si(1) | No(0)
Medicacion Crénica
Diagnostico de ingreso
Fechaingreso a TRIAGE
Fecha de ingreso a unidad COVID
Fecha de inicio de sintomas
Sintomas iniciales Si No Si No
Otros sintomas Fiebre Fatiga
Disnea Diarrea
Tos Nauseas
Rinorrea Hiposmia/anosmia
Expectoracion Artralgias
Mialgias Cefalea
Artralgias Dolor toracico
Disgeusia Otros, especifique
Parametro Ingreso Dias 3-7 Dias 7-15
Hemoglobina

Leucocitos totales

Linfocitos totales

Neutrofilos totales

Plaquetas

Creatinina

Glucosa

Bilirrubinas totales

DHL

Laboratorios Proteina C reactiva

Procalcitonina

Dimero D

Fibrinégeno

CK total

Uresis (ml/kg/hora)

Lactato

pH

pCO,

pO,

HCO;

Saturacion O,

FiO,

Ferritina
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Anexo 3. Carta de Bioseguridad )
CARTA DE ANUENCIA POR ELCOMITE DE BIOSEGURIDAD PARAEFECTUAREL ESTUDIO,
CON IMPLICACIONESDE BIOSEGURIDAD

Quien suscribe Dra. Lourdes Andrea Arriaga Pizano con numerode matricula 99092680, adscritoa la
Unidad de Investigacion Médica en Inmunogquimica, de la UMAE Hospital de Especialidades “Dr
Bernardo Sepulveda Gutiérrez”, Centro Médico Nacional “Siglo XXI”, hace constar que el protocolo
titulado: “Marcadores de activacion en células mieloides de pacientes con COVID19”, del cual es
responsable, TIENE IMPLICACIONES DE BIOSEGURIDAD debido a que se trabajara con (marcar las
opciones queapliquen):

(X) Material biolégico infecto-contagioso: Tejido sanguineo de pacientes con COVID19
() Cepas patdgenas de bacterias o parasitos: __(bacteria o paréasito)

(Virus:___(virus)
() Material radiactivo: __ (radiois6topo(s))___

() Animales y/o células y/o vegetales genéticamente modificados: (tipode material)

() Sustancias tdxicas, peligrosas o explosivas: (tipo de material)

() Material que puede poner en riesgo la salud o la integridad fisica del personal de salud o los
derechohabientes del IMSSo afectar al medio ambiente: __ (tipo de material)

() Animales (de laboratorio, granja o vidasilvestre): _

()Trasplante decélulas, tejidos u 6rganos
() Terapiacelular
Asimismo, declara que conoce, ha leido y cumplira las normas, reglamentos y manuales de bioseguridad
que apliquenal proyecto (consultar: “Bioseguridad en la Investigacion en Salud” de la pagina web de la
Coordinacionde Investigacionen Salud del I.M.S.S.)

(Enlistar los documentos que apliquen):

3 NOM-087-ECOL-SSA1-2002, aplicando todas las especificaciones descritas para la
proteccion de los binomios ambiental-salud, ambiental-residuos peligrosos, asi como el manejoy
clasificacion de Residuos Peligrosos Biologico-Infecciosos (RPBI) de manera adecuada, por lo
cual esta normatividad sera respetada en su totalidad en la presente propuestade investigacion.

También manifiesta que existe evidencia documental auditable de que:

a) Se cuenta con los permisos y/o licencias oficiales que se requieran para llevar a cabo el trabajo
propuesto.

b) Las instalaciones de los laboratorios involucrados se encuentran en estado satisfactorio de operaciony
son adecuadas para llevar a cabo el trabajo propuesto(Connivel de Bioseguridad tipo BCL2).

©) Elequipoa utilizar se encuentra en estado satisfactorio de operacion.

d) Existen dispositivos personales de proteccion que se encuentran en estado satisfactorio de operacion.
e) Los involucrados en el proyecto, incluyendo a los estudiantes que participen en el mismo, han recibido
la capacitacion necesariapara trabajar con el material sefialado anteriormente.

f) Se mantendran las condiciones adecuadas de instalaciones, equipoy personal durante el desarrollo del
proyecto y queel protocolo se suspendera en caso de haber alguna irregularidad.

Dra. Lourdes Andrea Arriaga Pizano

Investigador Asociado D.

Unidad de Investigacion Médica en Inmunoquimica

Hospital de Especialidades del Centro Médico Nacional Siglo XXI. IMSS.
Tel: 56276900 ext. 21476

Correo electrénico: landapi@hotmail.com
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