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RESUMEN
México se encuentra entre los paises con mayores tasas de letalidad debido a la
pandemia por COVID-19, con mas de la mitad de las defunciones ocurridas en
adultos de mediana edad. La alta prevalencia de enfermedades metabdlicas
crénicas en la poblacién favorece el desarrollo de formas severas de la infeccion
por SARS-CoV-2. Sin embargo, los mecanismos biologicos involucrados no han
sido determinados, particularmente en adultos <65 afios. Nuestro estudio
prospectivo comprende 245 pacientes adultos con ingreso hospitalario por COVID-
19, donde el contenido celular e inflamatorio fue evaluado en muestras de sangre

periférica, tanto en la etapa aguda como en la convalecencia.

Encontramos que el 55.2% de las defunciones se registraron en adultos entre 21-
64 afos. A los 7 dias de hospitalizacion, es posible identificar un perfil prondéstico
combinando datos clinicos, parametros de laboratorio y el panorama inflamatorio e

inmunohematoldgico.

En individuos <65 afios con COVID-19 se identificd un incremento del riesgo de
desenlaces desfavorables con los siguientes parametros clinicos: elevacion en la
frecuencia de neutrdfilos, del valor de NLR, de los niveles de dimero D, proteina C
reactiva y lactato deshidrogenasa; y una disminucién en la frecuencia de linfocitos.
Ademas, se observd que los pacientes supervivientes mostraron una linfopoyesis
de emergencia, constituida por células NK y células dendriticas (pDCs y cDC2)
capaces de eliminar al agente patdgeno, al contrario, pacientes con desenlace
fatal desarrollaron una mielopoyesis de emergencia, constituida por neutrdfilos
inmaduros y monocitos HLA-DR", incapaces de resolver la infeccién, fenomeno

gue se agrava mas en pacientes con enfermedades metabdlicas preexistentes.

Identificamos que los pacientes con insuficiencia renal cronica, como unica 0 en
combinacion con otras comorbilidades, confiere el mayor riesgo de fatalidad por
COVID-19.



MARCO TEORICO
Introduccion
México fue severamente afectado por COVID-19, con més de 5.1 veces exceso de
defunciones por todas las causas y 2.5 muertes confirmadas por COVID-19 por
cada 1,000 habitantes en dos afios, cifras similares a las registradas por otros
paises como Estados Unidos de América, Brasil, Perd o Rusia, posicionandolo
entre los primeros 5 paises con mayor exceso de defunciones (1).

La enfermedad por coronavirus 2019 (COVID-19), la cual es causada por el
coronavirus de sindrome respiratorio agudo dos (SARS-CoV-2), fue declarada
pandemia por la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) en marzo 11 del 2020
(2). Al 18 de noviembre del 2022, se han reportado mundialmente a la OMS mas
de 622 millones de casos confirmados y 6,548,492 muertes por COVID-19
(https://covid19.who.int/). Ante esta emergencia sanitaria, la comunidad cientifica
internacional multiplic6 sus esfuerzos para identificar la patobiologia de la
enfermedad y desarrollar estrategias para su tratamiento y control, logrando a la

fecha la administracion de mas de 12,860 millones de dosis de vacunas.

A pesar de las estrategias para prevenir presentaciones severas de la enfermedad
por COVID-19, la reduccion en las tasas de letalidad en algunas regiones
vulnerables del mundo no sélo requiere del conocimiento a detalle entre la biologia
de la infeccién y los perfiles inmuno-hematolégicos de la poblacion, ya que de
estos dependerd en gran medida, los desenlaces clinicos de los pacientes. La
edad avanzada, ser del género masculino y padecer comorbilidades, como
obesidad, diabetes o insuficiencia renal crénica (IRC), han sido identificados como
factores de riesgo de COVID-19 severo (3).

México cuenta con una poblacién cuya media de edad es méas joven que la
mundial (29.3 afos); sin embargo, el desafio para la poblacibn mexicana es
alarmante, ya que ocupa los primeros Ilugares de prevalencia de
sobrepeso/obesidad, diabetes e IRC (4-6). Ademas, otro gran desafio durante la
pandemia ha sido la estratificacién de pacientes, ya que la enfermedad cuenta con

un amplio espectro clinico, dificultando la identificacion de aquellos casos que

7


https://covid19.who.int/

tendran una infeccién leve de aquellos que progresaran a estados criticos. Para la
toma de decisiones médicas durante la pandemia por COVID-19 se han empleado
diferentes puntuaciones para la prediccion del riesgo de muerte de pacientes
hospitalizados, cuya finalidad es la deteccibn temprana y aplicacion de
tratamientos adecuados y asi evitar su deterioro clinico. La necesidad de
hospitalizaciones en unidades de cuidado intensivo (UCIs) hace imposible para
cualquier sistema de salud atender un numero ilimitado de pacientes con
condicién critica y es absolutamente necesario establecer medidas para contener

la propagacioén de la infeccion.

Durante procesos infecciosos agudos sistémicos originados por agentes
bacterianos o virales, el sistema hematopoyético es capaz de responder de
manera inmediata ante la urgencia de contener al agente patdbgeno mediante la
produccion de células inmunolégicas innatas. Este fendmeno de rescate se
denomina hematopoyesis de emergencia, y se desencadena una vez que las
células troncales y progenitoras hematopoyéticas sensan elementos
proinflamatorios, resultando en la induccién de su proliferacion, diferenciacion y
movilizacion, redirigiendo su compromiso de linaje favoreciendo la proliferacion de
células NK, células dendriticas, tanto plasmacitoides (pDCs) como convencionales
(cDCs), y células de origen mieloide con el objetivo de combatir al agente
patégeno. Sin embargo, en un escenario proinflamatorio previamente establecido,
como ocurre en diversas enfermedades metabdlicas cronicas, este mecanismo
puede resultar en una catastrofe inmunoldgica resultando en complicaciones que

derivan en sindrome respiratorio agudo severo y falla multiorganica (7).

Agente causal: SARS-CoV-2

SARS-CoV-2 pertenece a la familia Coronaviridae, es un B-coronavirus envuelto
de ARN no segmentado de sentido positivo, cuyo didametro va de 60 a 140 nm y
gue bajo el microscopio electronico tiene el aspecto de corona debido a las
proyecciones en su superficie, que corresponden a la glicoproteina S (Figura 1).

Los coronavirus B son capaces de infectar mamiferos, en los humanos la mayoria



de las infecciones resultan en infecciones respiratorias moderadas y pueden ser
responsables del 20-30% de los resfriados comunes (8). La transmisién humano-
humano ocurre a través de gotas respiratorias generadas al toser o estornudar o
tocando superficies contaminadas con estas y posteriormente tocar nariz, boca u
0jos. En promedio el periodo de incubacion es de 5 dias, con un rango que va
desde 1 a 14 dias (9-11). SARS-CoV-2 requiere dos proteinas para infectar
células: ECA2 (enzima convertidora de angiotensina 2) y TMPRSS2 (serin
proteasa transmembranal 2) (12). El primer paso en la infeccion es la union del
virus gracias a la glicoproteina S, la cual permite unirse a las células blanco a
través de la ECA2, proteina que se encuentra expresada en diferentes tipos
celulares, incluyendo células del corazén, rifién, vasos sanguineos, enterocitos,
pancreas, y especialmente en los neumocitos tipo Il del epitelio alveolar (13). Las
células epiteliales que recubren las membranas mucosas y el moco secretado por
las células caliciformes forman una primera barrera efectiva. Cuando el virus logra
superarlo, la rapida liberacion de sefiales de peligro activa reacciones de la
inmunidad innata. Por lo que la severidad de la enfermedad en los pacientes no se

debe solamente a la infeccion viral sino también a la respuesta inmunitaria (13).
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Figura 1. Mecanismo de infeccion de SARS-CoV-2. La transmision de SARS- CoV-2 puede
ocurrir de forma directa o indirecta, ya sea a través de la inhalacion de gotas generadas al toser,
estornudar o hablar de personas tanto sintomaticas como asintomaticas, o al tocar superficies
contaminadas. La via de entrada es a través de nariz, boca u ojos. Para infectar una célula blanco
el virus emplea su proteina S para unirse a aquellas células que expresen ECA2 y TMPRSS2, y asi
ingresar e iniciar la replicacion viral.



Enfermedad: COVID-19

La infeccion por SARS-CoV-2 presenta un amplio espectro de manifestaciones
clinicas, desde infecciones asintomaticas hasta neumonia severa. Esta ultima
condicién comprende alrededor del 15% de los casos y frecuentemente requieren
hospitalizacion en una UCI debido al requerimiento de soporte ventilatorio y otros
tratamientos médicos hasta la recuperacion o posiblemente la muerte del paciente
(9). Las manifestaciones clinicas mas comunes son fiebre (88.7%), tos (67.8%),
fatiga (38.1%); algunos pacientes muestran sintomas gastrointestinales como
diarrea (3.8%) y vomito (5.06%). Adultos mayores y aquellos con enfermedades
preexistentes  (diabetes, hipertensién, enfermedades cardiovasculares,
enfermedad pulmonar obstructiva crénica, entre otras) progresan rapidamente con
sindrome de dificultad respiratoria aguda, choque séptico, problemas coagulativos,
lo cual puede conducir a falla multiorganica y posteriormente a un desenlace
fatidico (14).

Epidemiologia de la COVID-19

Entender las caracteristicas de los epicentros y la dindmica de las poblaciones
humanas, virales y celulares, ha sido una tarea dificil durante la pandemia por
COVID-19, debido a su intensidad variable de acuerdo con las regiones, a la alta
transmisibilidad y a su relaciébn con comorbilidades. Tanto la morbilidad, como la
tasa de letalidad, varian significativamente en paises de todo el mundo y de
acuerdo con grupos de edad. Individuos de todas las edades son susceptibles a la
infeccion por SARS-CoV-2, observandose una baja proporcidbn de casos en
edades pediatricas, segun un estudio que analiz6 casos de COVID-19 en China a
mediados de febrero de 2020 revel6 que los nifios menores de 18 afios
comprendian el 2.4% de todos los casos reportados (15), en tanto que en Estados
Unidos solo el 1.7% de los pacientes infectados fueron nifios menores de 18 afios
(16). Un modelo matematico realizado por Davies y colaboradores estimé que la
susceptibilidad a la infeccion en menores de 20 afios es aproximadamente la
mitad que en los adultos mayores de 20 afios, y que los sintomas clinicos se

manifiestan en 21% de las infecciones en el grupo de 10 a 19 aifos,
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incrementandose a 69% las infecciones en individuos mayores de 70 afios. Por
ello, en paises con una distribucién poblacional mas joven, como algunos paises
de bajo-mediano ingreso, la incidencia de casos clinicos per capita esperada
podrian ser menores que los paises con poblaciones mas longevas, sin embargo,
las altas tasas de prevalencia de comorbilidades influyen en la severidad de la
enfermedad (17). Un estudio de meta-andlisis estim6é que la tasa de letalidad
(CFR) de COVID-19 global fue del 10%. Los valores de CFR en la poblacion
general fue del 1%, del 15% en el caso de pacientes con ingreso hospitalario y del
29% de aquellos que requirieron de una unidad de cuidados intensivos (UCI) (18).

América Latina fue un area profundamente afectada en cuanto al nUmero de casos
y defunciones por la pandemia de COVID-19 (Figura 2) (19). Actualmente, México
ocupa el noveno lugar con una tasa de letalidad de 4.65%

(https://coronavirus.jhu.edu/map.html). Mas de la mitad de las defunciones en

nuestro pais han ocurrido en adultos menores de 65 afios. En un estudio donde se
aborda el papel de las enfermedades metabdlicas cronicas en la letalidad de los
casos por COVID-19 en la poblacibn mexicana, se encontr6 que 74% de las
defunciones presentaban al menos una comorbilidad, siendo las mas comunes
hipertension (43%), diabetes (38%) y obesidad (25%). Ademas, se observo que el
riesgo contribuido por las comorbilidades disminuye con la edad, debido a que los
adultos mayores de 60 afos tienen altas tasas de letalidad incluso en ausencia de
enfermedades preexistentes. También identificaron a la IRC como la comorbilidad

con el mayor riesgo para deceso en pacientes con COVID-19 (5).
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Figura 2. Epidemiologia de COVID-19 en el mundo. Distribucién de la incidencia de casos
confirmados de COVID-19 por 1,000,000 de habitantes. La escala de colores indica Numero de
casos x10*. Tasa de letalidad (CFR) de COVID-19. Datos al 11 de noviembre del 2022 disponibles:
https://coronavirus.jhu.edu/map.html y
https://www.worldometers.info/coronavirus/?utm _0i=785490798715211776&from=singlemessage
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ANTECEDENTES

Hematopoyesis de emergencia

La hematopoyesis es un proceso complejo mediante el cual las células de la
sangre y del sistema inmunoldgico son formadas a partir de células troncales
hematopoyéticas (CTHSs), las cuales van adquiriendo gradualmente potenciales de
linaje restringido para generar la progenie madura de todas las estirpes. Las CTHs
se localizan en microambientes especializados dentro de la médula Osea,
denominados nichos hematopoyéticos, donde se mantienen quiescentes para su
autorrenovacion la mayor parte del tiempo y se activan para proliferar y renovar el
tejido, y/o repararlo después de un dafio (20-23). La hematopoyesis exhibe altas
tasas de recambio, permitiendo la altamente regulada diferenciacion hacia linajes
linfoides y mieloides, que proveen al organismo de los elementos celulares para el
transporte de oxigeno, reparacion de tejido y respuesta inmune efectora, innata y
adaptativa (20). Anteriormente se pensaba que, la respuesta hematopoyética
inducida por la infeccion u otros estimulos inflamatorios se presentaba solo en el
sitio local de reaccidén por las células del sistema inmunolégico terminalmente
diferenciadas mediante la sefalizacion directa, las cuales producian factores que
actuaban directamente sobre las poblaciones primitivas, incluyendo las
indiferenciadas y las comprometidas a linaje, estimulandolas a reconstituir el
sistema hematopoyético. Sin embargo, estudios recientes revelan que las
poblaciones troncales y progenitoras hematopoyéticas (CTPHSs), son capaces de
detectar y responder sistematicamente a sefiales de estrés y responder a ellos
orquestando la diferenciacion a demanda a través de mecanismos directos e
indirectos. La identificaciébn directa es mediada por diversos receptores de
reconocimiento de patrones (PRR) como TLRs, receptores parecidos a NOD y
estimuladores de genes de interferones (STING), capaces de detectar patrones
moleculares asociados a microbios (MAMPS), patrones moleculares asociados a
dafio (DAMPs) y patrones moleculares asociados a estilos de vida (LAMPSs);
mientras que por una segunda via, mediante receptores de citocinas que crean
escenarios epigenéticos que activan programas de diferenciacion tempranos (7).

Durante infecciones virales, un gran numero de células T efectoras entran al
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parénquima de la medula 6sea modulando el destino de los progenitores
hematopoyéticos, ya sea mediante contacto directo célula-célula o por la secrecion
de citocinas proinflamatorias como TNF-a o IFN-y (24). Las CTHs en la médula
Osea expresan TLR4 y TLR2, que al ser activados, favorece la diferenciacion hacia
linajes mieloides de manera dependiente a MyD88. Se ha observado que, en
enfermedades metabdlicas como la obesidad, la presencia de acidos grasos y
glucosa pueden activar macrofagos a través de la interaccion con TLR2 y TLR4
(25). En un modelo murino del virus del herpes simple (HSV-1) se revel6 que la
expansion e infiltracion de neutrofilos resistentes a la apoptosis hacia el bulbo
raquideo resulta de la ausencia de IFN-y y de los altos niveles de G-CSF. El G-
CSF es un mediador de la homeostasis mieloide, permitiendo la salida de
neutrofilos de la médula 6sea debido a la disminucién de la expresion de CXCR4.
Las concentraciones altas de G-CSF inducen células supresoras derivadas de
granulocitos, inhiben la proliferacion de células T y bloquean la produccion de IL-
10 de las células T reguladoras. La sefalizacion de G-CSF es suprimida por IFN-y
mediante el incremento de la expresion de SOCS3 en los neutrdfilos lo que
provoca su apoptosis, limitando de esta manera la hematopoyesis de emergencia
y los desenlaces fatales (26). De manera similar, durante la infeccion por el HSV-1
los progenitores linfoides comunes redirigen la produccion de células B hacia
células NK, pDCs y cDCs via estimulacion del TLR9 (27). En un modelo de
infeccion de malaria en raton, se identifico a la IL-27 como una importante citocina
gue hace sinergia con el factor de células troncales (SCF) promoviendo la
mielopoyesis de emergencia. Durante la etapa aguda de la infeccion se presenta
un incremento en la expresién de IL-27, la cual actia sobre células primitivas,
linaje (Lin) Sca-1*c-Kit* (LSK) en la médula 6sea, incrementando su expansion,
diferenciacion hacia progenitores mieloides y movilizandolos hacia el bazo,
resultando en la produccién incrementada de neutréfilos para controlar la
infeccién. Contrariamente, durante la etapa tardia de la infeccion, la IL-27 tiene
una participacion importante en la limitacion de la produccion de citocinas
proinflamatorias como IFN-y (28). En un modelo murino de infeccién de

coriomeningitis linfocitica se demostré que el IFN-y controla la diferenciacién de los

14



progenitores mieloides de monocitos sobre neutroéfilos, incrementando la expresion
de factores de transcripcion monociticos como IRF8 y PU.1, mientras reduce la
diferenciacion neutrofilica mediada por G-CSF (24). Por otro lado, en la
enfermedad por el virus de Ebola se sugiere una hematopoyesis de emergencia
de linaje mieloide caracterizada por un incremento de la frecuencia de una
poblacién mieloide con inmunofenotipo CD11b*Ki-67*Lin~ que asemeja a las
células supresoras mieloides (MDSCs) y una disminucion de monocitos
intermedios y no clasicos durante la fase aguda, seguido por un incremento en la
proliferacion de los monocitos clasicos y la recuperaciéon de las otras dos
subpoblaciones monaociticas en la fase tardia. Ademas, se observo una pérdida de
mDCs durante la fase aguda y recuperacion de los niveles normales después del
control de la enfermedad. En cuanto a las pDCs, permanecen activas y no

disminuyen marcadamente en cuanto a su namero (29).

Si bien la inflamacion tiene muchas funciones que benefician la activacion del sistema
inmune como defensa o reparacion, también muestra efectos perjudiciales si se mantiene
de forma crénica, es decir, podria provocar dafio por falla medular o leucemia. Por lo tanto,
tanto la inflamacion, como la hematopoyesis de emergencia, requieren un control estricto
de su iniciacion y su terminacion, en forma dependiente del tiempo y el espacio para
garantizar que los mecanismos asociados tengan un destino favorable al organismo (30).
Dependiendo del grado o tipo de inflamacién, la jerarquia hematopoyética hace frente a los
desafios exdgenos y enddgenos a través de una reconfiguracion organizacional diferente
al estado estacionario, como lo indican los potenciales inducidos de diferenciacion de
células mieloides, células dendriticas convencionales y plasmacitoides dendriticas, NK y
megacariocitos El hallazgo de sefiales de TLR7/8 inductoras de una respuesta anti-viral
protectora contra SARS-coronavirus, a través de interferones de tipo | producidos por DC y
pDC, sugiere enfaticamente la contribucion de hematopoyesis de emergencia en
respuesta a la infeccion por esta familia de virus (30,31). Mas aun, el creciente nimero de
reportes de complicaciones que derivan en sindrome respiratorio agudo severo por
COVID-19, con niveles elevados de IL-1, IL-6 e IL-8, CXCL10 y MCP-1, son indicativos de
una potencial perturbacién de dicho mecanismo en el contexto de una hiperinflamacion.
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Inmunidad innata anti-viral

La inmunidad innata, como primera linea de defensa contra los agentes patégenos
bacterianos y virales, es capaz de resolver mas del 90% de los encuentros con
ellos y bloguear la transicion a estados graves, sin embargo, en aquellas
excepciones la infeccion puede progresar (32). En el caso de COVID-19, una vez
gue el virus SARS-CoV-2 ha ingresado a la célula blanco, el ARN viral es
traducido inmediatamente por la célula huésped, la cual muere al liberar millones
de virus nuevos. Una vez establecida la infeccién, el ndmero de linfocitos
disminuye causando linfopenia en varios grados, mientras que el compartimiento
periférico de neutrdéfilos aumenta (33). El inicio temprano de la replicacion viral
puede causar apoptosis masiva de células epiteliales, endoteliales y fuga vascular,
lo que desencadena la liberacién de citocinas proinflamatorias y quimiocinas (34).
Los pacientes con enfermedad severa presentan niveles plasmaticos mas altos de
IL-2, IL-6, IL-7, IL-10, G-CSF, IP-10, MCP-1, MIP-1Ay TNF-q, lo que sugiere una
posible tormenta de citocinas asociada con la gravedad de la enfermedad y un
microambiente proinflamatorio, tanto local como sistémico, que puede exacerbarse
hasta contribuir con la falla multiorganica (34,35). Ademas, como mecanismo de
evasion, dichos virus suprimen la produccion de interferones, un grupo de

citocinas antivirales de crucial importancia (36).

De los linajes celulares con mayor contribucion inmediata a la resolucion de
infecciones virales, las células asesinas naturales (NK) ocupan un lugar especial,
como ha sido demostrado que ocurre para el virus del herpes simple-1 (HSV-1), el
virus de la influenza, el virus de ectromelia pox, virus de la hepatitis B y C (HBV,
HCV) (37). Tras su activacion, la producciéon de IFN-y y su capacidad citotoxica se
asocian con la eliminacién espontanea de los viriones, aunque la infeccion cronica
a menudo es acompafada por su agotamiento, lo que limita la actividad antiviral.
Las células NK pueden lisar directamente a las células infectadas y su funcion
citolitica se inicia a través de la desgranulacion por granzimas y perforinas y la
activacion de los receptores de muerte (Fas/FasL y NCRs) para la eliminacion
celular. Ademas, son muy eficientes en la produccion de citocinas inflamatorias

como IFN-y, TNF-a y GM-CSF, que modulan la actividad de células dendriticas,
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macrofagos, células T CD4*, CD8" y Tys, creando un enlace inductivo muy
poderoso entre la inmunidad innata y la adaptativa. Adicional a los principales
receptores responsables del reconocimiento de células en dafio por las células
NK, como son NKp46, NKp30, NKp44, DNAM1 y NKG2D, la expresion de
receptores tipo Toll (TLRs) puede mediar su fuerte activacion (38). Los defectos en
la funcion o el numero de células NK estan asociados con una mayor
susceptibilidad a desarrollar infecciones virales y cancer, donde la cronicidad se ve
facilitada por diversos mecanismos de subversién inmunoldgica. La comunicacion
dinamica y estrecha con el microambiente tumoral y las células supresoras que lo
componen, proporciona las sefales necesarias para la disfuncionalidad y
agotamiento de las células NK, principalmente por la disminucion de receptores
activadores o la produccion de ligando solubles para su inactivacion, la expresion
de ligandos inhibidores en el tumor, hipoxia, la exposicibn a metabolitos como
adenosina y lactato, la produccion de citocinas y enzimas supresoras como IL-10,
TGF-B e IDO, asi como la expresion de moléculas de control immune (39-41). Los
estudios de Zhang han descrito que la infeccion por el virus de la hepatitis C
promueve el agotamiento de las células NK hepéticas mediante la expresion de
NKGZ2A. El bloqueo de este punto de control inmune permite la reactivacion de las
células NK y la produccion de IFN-y, lo que ayuda a recuperar la respuesta de las
células T CD8* agotadas y por tanto la eliminacion del HCV32. Notablemente, la
infeccion por SARS-CoV-2 con complicaciones clinicas, ocurre con mayor
frecuencia en individuos de edad avanzada con comorbilidades y sistema immune
comprometido (42), lo que sitla las respuestas efectoras como esenciales para la
eliminacion viral temprana. Un reporte indica la disminucion significativa del
namero de linfocitos B, T y NK, concomitante a niveles elevados de marcadores
de inflamacion, especialmente en los casos severos de COVID-19 (43). Esta
observacion ha sido confirmada por Zheng y colaboradores para células
citotoxicas NK y T CD8*, y correlaciona con un aumento de NKG2A y un fenotipo
agotado deficiente en la produccion de CD107a, IFN-y, IL-2, granzima B y TNF-a.
Se destaca que la terapia (antiviral, cloroquina o interferon) restablece el nimero

celular y disminuye la expresion de NKG2A, lo que sugiere el relevante papel de la
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competencia innata en las etapas tempranas de la infeccion (44) y el fenémeno de
agotamiento de las funciones linfocitarias (innatas y adaptativas) concomitante a la
severidad de la enfermedad (45).
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA
La infeccion por SARS-CoV-2 ha causado un gran numero de casos y defunciones
a nivel mundial. La enfermedad de COVID-19 presenta un amplio espectro clinico,
lo que dificulta la identificaciébn temprana de casos con progresion severa de la
enfermedad.

¢Es posible la generacion de una huella de prediccién de pronosticos mediante la
combinacion de los datos clinicos y los compartimientos inmunologicos e
inflamatorios que permita identificar a los individuos con COVID-19 con evolucion
hacia prondsticos desfavorables y asi aplicar estrategias terapéuticas para evitar
la rapida evolucion de la enfermedad reduciendo el indice de fatalidad y

maximizando el control de nuevas oleadas de infeccion?

HIPOTESIS

El fendbmeno inflamatorio asociado a la infeccibn por SARS-CoV-2, aunado a
condiciones de excesiva y cronica produccion de elementos inflamatorios,
asociadas a condiciones metabdlicas preexistentes y/o envejecimiento, pondra en
riesgo la funcionalidad de la hematopoyesis de emergencia contribuyendo a la

progresion hacia cuadros severos y fatales de la enfermedad.

19



OBJETIVO GENERAL

Evaluar la hematopoyesis de emergencia activada por SARS-CoV-2 mediante la
capacidad de generaciéon de células maduras y su correlacion con datos clinicos

para la generacion de una huella de prediccion de prondsticos clinicos.

OBJETIVOS PARTICULARES

1. Determinar las caracteristicas clinicas y parametros de laboratorio de los
pacientes con COVID-19.

2. ldentificar factores de riesgo asociados a severidad en pacientes con COVID-
19.

3. Investigar el estado de quimiocinas esenciales para la hematopoyesis
medular.

4. Estratificar a los pacientes de acuerdo con su capacidad de establecer
hematopoyesis de emergencia funcional efectora (antiviral), a través de la
diferenciacion de células innatas, dendriticas (pDC y cDC2) y NK.

5. Generar un perfil predictivo de riesgo de evolucion de la enfermedad por
COVID-19.
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METODOLOGIA

Diagrama de flujo de la metodologia general
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Figura 3. Flujo de trabajo de los especimenes colectados de pacientes adultos con COVID-
19. En los hospitales colaboradores, hospitales generales de zona (HGZ) No. 5y 20 (IMSS,
Puebla), se llevé a cabo la recoleccion del historial clinicoy de los especimenes de estudio, sangre
periférica de los pacientes positivos a SARS-CoV-2, una muestra con EDTA como anticoagulante y
otra sin anticoagulante. Las muestras se procesaron en el laboratorio de contenciéon de Virologia
médica (nivel BSL-2+) del CIBIOR. Por un lado, el contenido de las diferentes poblaciones inmuno-
hematopoyéticas fueron evaluadas en las muestras sanguineas anticoaguladas, mientras que, los
factores solubles inflamatorios fueron evaluados en los sueros obtenidos de las muestras sin
anticoagulantes posterior a centrifugacion. El conjunto de los datos clinicos junto con las variables
experimentales de los pacientes permitio identificar un perfil de prediccionde riesgode severidad a
COVID-19.

Caracteristicas de los pacientes con COVID-19

Estudio experimental biomédico sobre poblacion de pacientes adultos que
ingresaron con sintomatologia asociada a COVID-19 (fiebre 238 °C, tos, fatiga,
cefalea, disnea, dolor toracico, artralgias, mialgias, astenia, ataque al estado
general, entre otros) y con diagndstico confirmado mediante una prueba de
reaccion en cadena de polimerasa en tiempo real (RT-PCR) o prueba rapida de
antigeno positiva a SARS-CoV-2 en exudado nasofaringeo, quienes fueron
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atendidos en alguno de los hospitales participantes, Hospitales Generales de Zona
No. 5y 20 del Instituto Mexicano del Seguro Social (IMSS) en Puebla durante el
periodo comprendido entre octubre 2020 a septiembre 2021.

Este estudio fue realizado de acuerdo con la Declaracion de Helsinki y aprobado
por los comités de Etica, Investigacion y Bioseguridad del Comité Nacional de
Investigacion Cientifica del IMSS (R-2020-785-134). Todo el historial clinico y las
muestras fueron colectadas bajo consentimiento informado oral o escrito firmado
por un familiar del paciente (Anexo 1), debido a las implicaciones sanitarias. Para
este estudio se emplearon las muestras remanentes posteriores a los estudios
clinicos solicitados por los médicos, ninguna muestra fue tomada para uso
exclusivo de este proyecto. Las instituciones colaboradoras contaron con las
instalaciones y equipo apropiados para asegurar la adecuada toma de muestras.
Todos los procedimientos se apegaron a las normas de los Comités de Etica,
Investigacion y Bioseguridad de los hospitales y del CIBIOR.

Al ingreso hospitalario, en el triage respiratorio y antes de recibir cualquier
tratamiento farmacoldgico, mas de 140 parametros clinicos fueron investigados
exhaustivamente mediante una encuesta epidemiolégica y examenes de
laboratorio, estos datos fueron recabados por los médicos colaboradores y

depositados en el instrumento de recoleccién (Anexo 2).

Recoleccion de muestras de pacientes con COVID-19

Muestreo no probabilistico de casos consecutivos. Los especimenes empleados
fueron sangre periférica sin y con EDTA como anticoagulante, los cuales fueron
analizados en tres tiempos diferentes: a la admision previo a la terapia, a los 7
dias de hospitalizacion y 4 semanas posteriores al alta hospitalaria (etapa
convaleciente). Para el grupo control se obtuvo sangre periférica de individuos
sanos de ambos sexos, mayores de 18 afos, que no presentaban sintomas
asociados a COVID-19 y que no hayan estado en contacto con pacientes
sospechosos o confirmados. Se considerd una n por conveniencia y se incluyeron
a todos los pacientes que cumplieron con los siguientes criterios:
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Criterios de inclusién:

Sangre periférica de pacientes adultos de ambos sexos, que
ingresaron a alguno de los hospitales participantes con diagnostico
confirmado de COVID-19, corroborado mediante la prueba de RT-
PCR en el Laboratorio Central de Epidemiologia del IMSS o
mediante prueba rapida de antigeno.

Volumen adecuado de muestra (2 mL).

Aceptacion de participacion en el estudio.

Criterios de exclusion:

Sangre periférica de pacientes con diagnéstico negativo a COVID-19.
Pacientes portadores de enfermedades \virales: virus de
inmunodeficiencia humana, virus de hepatitis B o C, virus de
influenza A o B.

Pacientes con enfermedades inmunosupresoras: inmunodeficiencias
primarias, artritis reumatoide, lupus eritematoso y bajo tratamiento
con inmunosupresores.

Pacientes que requirieron asistencia respiratoria con ventilacion
mecanica.

Pacientes que recibieron vacunacion contra SARS-CoV-2 o0 que
tuvieron infeccion previa con este agente.

Muestras con numero celular o volumen insuficiente para los

ensayos.

Criterios de no inclusién:

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

Las tomas de muestras fueron efectuadas por personal sanitario capacitado dentro

de las instalaciones hospitalarias, posterior a los examenes clinicos, los tubos con

las muestras remanentes fueron enviadas al CIBIOR.
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e Sangre periférica. Es un procedimiento invasivo que consiste en la
recoleccion de sangre venosa, la mayoria de las veces se extrae de una
vena localizada en la parte interior del codo. En primer lugar, se coloca una
banda elastica alrededor de la parte superior del brazo y se desinfecta el
sitio de puncién con alcohol al 70%, se introduce una aguja en la vena y se
colecta la muestra en tubos con o sin anticoagulante. Al finalizar la toma, se
retira la banda elastica, se saca la aguja y se coloca un algodon para

detener el sangrado.

La sangre periférica con EDTA se empleé para la evaluacion del contenido de
poblaciones hematopoyéticas mediante citometria de flujo multiparamétrica.
Mientras que, alicuotas de suero fueron almacenadas a -80°C hasta su analisis

para la determinacién de los componentes solubles inflamatorios.

Traslado y procesamiento de muestras

Las muestras biologicas colectadas en los hospitales colaboradores fueron
trasladadas mediante el sistema de transporte del IMSS al CIBIOR, a temperatura
ambiente (16 a 25 °C). Las muestras de sangre periférica fueron manejadas como
si fueran muestras clinicas con presencia de virus infeccioso. Las muestras
clinicas y los instrumentos de recoleccibn correctamente etiquetados fueron
enviados con triple embalaje. Los procedimientos que involucraron el manejo de
muestras se llevaron a cabo en el area de contencion del laboratorio de Virologia
Médica (nivel de bioseguridad BSL-2+) y en el laboratorio de Citémica del Cancer
Infantil del CIBIOR. No se realiz6 diagnostico ni se manejaron especimenes
provenientes de aspirados bronquio-alveolares ni tejidos blanco de infeccion viral.
Sin embargo, el procesamiento de las muestras se condujo con apego estricto a
los procedimientos para el diagndstico del agente patégeno (SARS-CoV-2), todo
el material y las muestras ingresaron y salieron del laboratorio de contencion a
través de la ventana de doble puerta, durante la manipulacion el personal porto el
equipo de proteccién personal (EPP) constituido por: respiradores NIOSH N95,

lentes con proteccion lateral (googles), careta, bata desechable de manga larga,
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cofia, dos pares de guantes de nitrilo y cubrezapatos. Al finalizar, las muestras
procesadas Yy residuos (por ejemplo, puntas de micropipetas) fueron
descontaminados con una solucion de hipoclorito de sodio al 0.5%. Las hojas de
recoleccion de datos antes de ser manipulados fuera del area de contencion
fueron irradiadas por ambos lados con luz ultravioleta por 15 minutos, y
posteriormente, pasaron por una segunda esterilizacion en calor seco a 75°C por
30 minutos. Los laboratorios, con énfasis en el de Virologia Médica del CIBIOR,
contaron con las instalaciones y el equipo apropiado para la realizacion de los
ensayos bajo condiciones seguras (gabinete de bioseguridad nivel Il, centrifuga
con portamuestras provistas con tapas de rosca, vortex, refrigerador, microscopio
y equipo de coOmputo) para la estudiante quien recibié la capacitacion necesaria
para ingresar al area, como se establece en los manuales y guias de bioseguridad
(Manual de Bioseguridad para Laboratorios Microbiologicos y Biomédicos; U. S.
Department of Health and Human Services), asi como a los procedimientos de
bioseguridad y biocustodia emitidos por la Coordinacion de Gestion del Riesgo
Bioldgico (InDRE, SS y OMS).

Parametros de laboratorio clinico y escalas de severidad
Los siguientes pardmetros de laboratorio fueron obtenidos del expediente clinico

analizados en los tres tiempos diferentes (Anexo 2):

e Componentes celulares: leucocitos totales, neutrdfilos, linfocitos, monocitos,
eosinofilos, basdfilos, eritrocitos, hemoglobina, hematocrito, volumen
corpuscular medio (VCM), hemoglobina corpuscular media (HCM),
concentracion de hemoglobina corpuscular media (CMHC), plaquetas y
volumen plaquetario medio (VPM).

e Marcadores bioquimicos: creatinina, glucosa, bilirrubinas totales, lactato
deshidrogenasa (LDH), proteina C reactiva (CRP) y ferritina.

e Marcadores de la coagulacion: dimero D y fibrinégeno.

e Gasometria: pH, PaCO2, PaO2, HCOg3, saturacion de Oz (Sa O32) y fraccion

de oxigeno inspirado (FiO2).
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Con algunos parametros clinicos y de laboratorio se calcularon diferentes escalas
de severidad para orientacion clinica: CURB-65 (del inglés, Confusion, Urea,
Respiratory rate, Blood pressure and age 265), SOFA (del inglés, Sequential
Organ Failure Assessment), CALL (del inglés, Comorbidity, Age, Lymphocyte and
LDH) y NEWS2 (del inglés, National Early Warning Score).

Evaluaciéon de poblaciones celulares hematopoyéticas

Se determind la cuenta de leucocitos totales en las muestras de sangre periférica
anticoaguladas empleando cadmara de Nuebauer y solucion de Turk, se colocaron
al menos 2x10° leucocitos por tubo. Los leucocitos fueron incubados con suero
fetal bovino 50% (SFB) durante 10 minutos a 4°C. Posteriormente, las células
fueron lavadas con solucion de fosfatos salinos (PBS) para enseguida ser
incubadas durante 30 minutos a temperatura ambiente y protegidos de la luz con

un coctel de anticuerpos monoclonales acoplados a fluorocromos (de BioLegend):

Tubo 1: CD38-FITC (clona HB-7), CD42b-PE (clona HIP1), CD41-PerCP (clona
HIP8), CD61-PE/Cy7 (clona VI-PL2), CD34-APC (clona 581), CD45RA-APC/Cy7
(clona -HI100), CD47-Pacific Blue™ (clona CC2C6), CD45-Briliant Violet 510™
(clona HI30). Tubo 2: CD45-FITC (clona HI30), CD33-PE (clona P67.6), CD3-
PerCP (clona HIT3a), CD123-PE/Cy7 (clona 6H6), CD19-APC (clona HIB19),
CD4-APC/Cy7 (clona OKT4), HLA-DR-Pacific Blue™ (clona L243), CD56-Brilliant
Violet 510™ (clona HCD56). Tubo 3: CD45-FITC (clona HI30), CD3-PerCP (clona
HIT3a), HLA-DR-Pacific Blue™ (clona L243), TCRyd-PE (clona B1), CD8-PE/Cy7
(clona HIT8a), CD11lc-APC (clona 3.9), CD16-APC/Cy7 (clona 3G8), CD14-
Brilliant Violet 510™ (clona 63D3); (Tabla 1).

Tabla 1. Panel de anticuerpos para el andlisis del contenido de células hematopoyéticas.

‘

T1

CD38

CD42b

CD41

CD61

CD34

CD45RA

CD47

CD45

T2

CD45

CD33

CD3

CD123

CD19

CD4

HLA-DR

CD56

T3

CD45

TCRay

CD3

CD8

CD11c

CD16

HLA-DR

CD14
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Se llevd a cabo la lisis de eritrocitos mediante la adicion de 3 mL de una solucion
amortiguadora de lisis de células rojas (BioLegend # 420301) durante 10 minutos.
Las células fueron lavadas nuevamente con PBS. Finalmente, las células fueron
resuspendidas en 200 pL de PBS y fueron adquiridas para su
inmunofenotipificacion en un citometro de flujo BD FACSCanto Il. Los archivos
citométricos fueron analizados con los softwares: Infinicyt version 1.8, para evaluar
la frecuencia de poblaciones celulares y niveles de expresion de marcadores
(mediana de intensidad de fluorescencia, MFI) de interés; mientras que, FlowJo
versionl10.8.1 permitié la visualizacion de los datos a través de la generacion de

graficos tSNEs.

La identificacion de las poblaciones celulares hematopoyéticas se llevo a cabo
mediante el siguiente algoritmo (Figura 4): de acuerdo con la expresion de CD34,
se identificaron las poblaciones de CTPHs como CD45°CD34" y las células
maduras como CD45'CD34. El compartimiento de CTPHs fue subclasificado
como células troncales hematopoyéticas (CTH) CD45-°CD34*CD38 CD45RA,
progenitor multipotente  (PMP) CD45°CD34'CD38*CD45RA",  progenitor
multilinfoide (PML) CD45°CD34*CD38 CD45RA* y progenitor linfoide (PL)
CD45°CD34*CD38*CD45RA*. Mientras que las poblaciones hematopoyéticas
maduras se identificaron de acuerdo al siguiente perfil: los neutréfilos como
CD45*CD33°CD167*, baséfilos como CD45*HLA-DR'CD123*; monocitos como
CD45*CD33"CD14*-CD16*", subclasificados a su vez de acuerdo a la expresion
de CD14 y CD16 en: monocitos clasicos CD14*CD16°, monocitos intermedios
CD14*CD16* y monocitos no clasicos CD14'CD16*; linfocitos B como
CD45*CD19%, linfocitos T como CD45"CD3* y subclasificados de acuerdo a la
expresion de CD4, CD8 y TCRys; las células asesinas naturales (NK) como
CD45*CD3CD56", las ceélulas NKT como CD45'CD3*CD56*, las células
dendriticas plasmacitoides (pDC) como CD45*HLA-DRMCD123* y las células
dendriticas convencionales 2 (cDC2) como CD45*HLA-DR"CD11¢*CD14CD16".
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Determinacidn de factores solubles inflamatorios

El contenido de citocinas, quimiocinas y factores de crecimiento fueron analizados

en suero mediante inmunoensayo de deteccion multiplex (Merck Millipore) a partir

de sueros de pacientes con COVID-19 asi como de controles sanos. El panel
incluyé los siguientes analitos: TGF- B, FGF-2, FLT-3L, G-CSF, IFN-a, IP-
10/CXCL10, MCP-1, MIG/CXCL-9, IFN-y, IL-10, IL-1B, IL-2, ITAC/CXCL11, MIP-
1a, SCF, CXCL-12, IL-6, IL-8, MIF, TNF-a y VEGF.
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Figura 4. Estrategia de andlisis para la inmunofenotipificacion de las poblaciones celulares
hematopoyéticas. Graficos de puntos que muestran las diferentes poblaciones hematopoyéticas,
tanto CTPHs como las del sistema inmune innato y adaptativo, identificables en las muestras de
sangre periféricade pacientes adultos con COVID-19. Los colores de las poblaciones celulares se

indican en la tabla.



Analisis estadistico.

Las variables cuantitativas se presentan como medianas (rangos intercuartiles
[IQR]) y las variables nominales como cuentas absolutas y proporciones (N, %).
Pruebas de Kruskal-Wallis con prueba post hoc de Dunn o X2 fueron empleadas
para comparar variables continuas y categoéricas, respectivamente. Las tasas de
letalidad (CFR, case fatality rate) fueron calculadas como el porcentaje de casos
gue murieron con COVID-19. Los riesgos relativos de muerte (RR4), cociente entre
el grupo con el factor de riesgo y el grupo sano, y sus intervalos de confianza (CI)
fueron calculados con la escala asintdtica de Koopman. Los valores de p <0.05
fueron considerados como estadisticamente significativos. Los analisis fueron
realizados con el software GraphPad Prism version 9.3.0 para Windows
(GraphPad Software, La Jolla California USA). Para la visualizacion de datos en
los graficos de aluvial se emplearon las paqueterias: dplyr, ggplot2, ggalluvial, tidyr
y RColorBrewer de RStudio version 2021.09.0.
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RESULTADOS
Demografia y espectro clinico de los pacientes con COVID-19
La cohorte de estudio comprendi6é un total de 245 casos, pacientes adultos de 21-
94 afos con COVID-19 que fueron ingresados en los dos hospitales participantes,

pacientes ambulatorios no fueron incluidos.

La mediana de edad fue de 58 afios (IQR 48-71 afios), 64.49 % fueron hombres.
La tasa de letalidad global fue de 35.51%, mientras que, de acuerdo con el género
los hombres mostraron valores mas altos (38.61%) en comparacién con las
mujeres (29.88%) (Fig. 5A), asi como una tendencia mas elevada de riesgo
relativo de muerte (RR4) por COVID-19 en comparacion con las mujeres, 1.29
(95% CI: 0.90-1.90, p= 0.21) (Anexo 3).

Se observo que la mayor incidencia de defunciones y altas hospitalarias se
registr6 en el rango de edad de 50-59 afios en ambos géneros (Figura 5B).
Gracias a esta observacion y debido a que la edad se ha asociado como un factor
de riesgo con la progresion de la severidad en pacientes con COVID-19, la cohorte
fue dividida en dos grupos para su analisis: pacientes de 21-64 afos, que
denominaremos “menores de 65” o “pacientes de mediana edad”, y pacientes de
65-94 anos o “mayores de 65” o “adultos de edad avanzada”. Notablemente, 60%
de las admisiones hospitalarias correspondieron a adultos menores de 65 afos y
alarmantemente el 55.2% de las muertes fueron registradas en este grupo etario
(Fig. 5C) similar a las frecuencias nacionales. Ademas, se investigd la presencia
de enfermedades preexistentes en los pacientes con COVID-19 observandose que
la mayor incidencia de una o la combinacién de dos o tres se reportd en el rango
de 50-59 afios (Figura 5D).

En nuestra cohorte los sintomas mas frecuentes a la admision fueron: tos
(77.55%), fiebre (75.51%), disnea (70.61%), mialgia (69.80%) y artralgia (68.57%).
En cuanto a las condiciones preexistentes, las principalmente reportadas fueron:
hipertension arterial (HTA, 43.27%), diabetes (35.92%), obesidad (23.67%),
dislipidemia (8.98%) e insuficiencia renal cronica (IRC, 8.57%). Una cuarta parte

de los pacientes con COVID-19 no reportd una comorbilidad (25.3%) (Tabla 2).
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Figura 5. Demografia de la cohorte de pacientes con COVID-19. A) Frecuencia de casos de
pacientes con COVID-19 incluidos en este estudio de acuerdo con el género (circulo externo), se
detalla la tasa de letalidad por género (circulointermedio, en color negro) y finalmente, seindica la
frecuencia de defunciones y supervivientes por grupos de edad (circulo interno, grupos menor y
mayor de 65 afios). B) Distribucion del nimero de defunciones y supervivientes por género y rango
de edad. C) Frecuencias de casos totales, defunciones y supervivientes de los pacientes con
COVID-19 por grupo de edad y género. D) Distribucion de la presencia de enfermedades
preexistentes reportadas por rango de edad de acuerdo con el nimero de comorbilidades vy tipo, ya
sea Unica o en combinacion con otras.
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Parametros de laboratorio en los pacientes con COVID-19y la busqueda de
perfiles asociados a prondstico

La cohorte fue subdividida en 4 de acuerdo con el grupo de edad y el desenlace
clinico: supervivientes <65 afios (A), defunciones <65 afios (B), supervivientes 265
afnos (C) y defunciones = 65 afnos (D). Observandose que al ingreso hospitalario el
grupo D presentd los valores mas elevados de: creatinina, glucosa, proteina C
reactiva, CALL, CURB-65 y SOFA, asi como del numero de enfermedades
preexistentes; y, al contrario, los valores mas bajos en cuanto a la cuenta de
eritrocitos y de hematocrito, en estos ultimos dentro de los valores de referencia
de laboratorio (Tabla 2).
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Tabla 2. Caracteristicas clinicas y parametros de laboratorio de los pacientes con COVID-19.

Caracteristicas

Femenino 87 (35.51%) 36 (36.36%) 15 (31.25%) 25 (42.37%) 11 (28.21%) 0.9086
Masculino 158 (64.49%) 63 (63.64%) 33 (68.75%) 34 (57.63%) 28 (71.79%) 0.1739
Edad 58 (48-71) 49 (38-55) 52.5 (45.25-58) 72 (67-78) 74 (69-82) <0.0001
Defunciones 87 (35.51%) - 48 (100%) - 39 (100%) -
Sintomas ala admisidon hospitalaria
Tos 190 (77.55%) 79 (79.80%) 43 (89.58%) 45 (76.27%) 23 (58.97%) 0.8435
Fiebre 185 (75.51%) 75 (75.76%) 38 (79.17%) 45 (76.27%) 27 (69.23%) 0.5907
Fatiga 136 (55.51%) 58 (58.59%) 30 (62.50%) 25 (42.37%) 23 (58.97%) 0.1141
Disnea 173 (70.61%) 70 (70.71%) 32 (66.67%) 25 (42.37%) 29 (74.36%) 0.1996
Artralgias 168 (68.57%) 73 (73.74%) 33 (68.75%) 38 (64.41%) 24 (61.54%) 0.3168
Cefalea 157 (64.08%) 64 (64.65%) 37 (77.08%) 34 (57.63%) 22 (56.41%) 0.7424
Mialgias 171 (69.80%) 72 (72.73%) 37 (77.08%) 39 (66.10%) 23 (58.97%) 0.6780
Dolor torécico 109 (44.49%) 44 (44.44%) 23 (47.92%) 25 (42.37%) 17 (43.59%) 0.5169
Expectoracion 41 (16.80%) 19 (19.39%) 12 (25.00%) 6 (10.17%) 4 (10.26%) 0.9420
Rinorrea 81 (33.20%) 38 (38.78%) 19 (39.58%) 12 (20.34%) 12 (30.77%) 0.1588
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Mareos 47 (19.18%) 15 (15.15%) 13 (27.08%) 9 (15.25%) 10 (25.64%) 0.6763
Disgeusia 53 (21.72%) 24 (24.24%) 14 (29.17%) 10 (16.95%) 5 (13.16%) 0.8104
Hiposmia/Anosmia 57 (23.27%) 25 (25.25%) 14 (29.17%) 8 (13.56%) 10 (25.64%) 0.1623
Diarrea 60 (24.49%) 22 (22.22%) 12 (25.00%) 16 (27.12%) 10 (25.64%) 0.8008
Comorbilidades
Nimero de comorbilidades 1 (0-3) 1(0-2) 1 (0-2) 2 (1-3) 2 (1-3) 0.0002
Obesidad 58 (23.67%) 29 (29.29%) 16 (33.33%) 9 (15.25%) 4 (10.26%) 0.7491
Diabetes 88 (35.92%) 31 (31.31%) 10 (20.83%) 27 (45.76%) 20 (51.28%) 0.0730
Hipertensién arterial 106 (43.27%) 33 (33.33%) 13 (27.08%) 33 (55.93%) 27 (69.23%) 0.0780
Dislipidemia 22 (8.98%) 10 (10.10%) 4 (8.33%) 4 (6.78%) 4 (10.26%) 0.3149
Enfermedad arterial periférica 4 (5.71%) 4 (4.04%) 2 (4.17%) 2 (3.39%) 6 (15.38%) 0.1190
Fumador 18 (7.35%) 6 (6.06%) 5 (10.42%) 4 (6.78%) 3 (7.69%) 0.9139
Epilepsia 7 (2.86%) 5 (5.05%) 0 2 (3.39%) 0 -
Complicacién de diabetes 13 (5.31%) 5 (5.05%) 1 (2.08%) 2 (3.39%) 5 (12.82%) 0.0483
Insuficiencia renal crénica 21 (8.57%) 9 (9.09%) 6 (12.50%) 1 (1.69%) 5 (12.82%) 0.0725
Enfermedad pulmonar 7 (2.86%) 1 (1.01%) 1 (2.08%) 4 (6.78%) 1 (2.56%) 0.4274
obstructiva cronica
Cirrosis hepética 3 (1.22%) 0 0 0 3 (7.69%) -
Hipotiroidismo 5 (2.04%) 2 (2.02%) 1 (2.08%) 2 (3.39%) 0 0.3613
Exposicion a humo 10 (4.08% 3 (3.03%) 1 (2.08%) 4 (6.78%) 2 (5.13%) 0.7782




Ulcera gastroduodenal 2 (0.82%) 0 0 0 2 (5.13%) -
Cancer 3 (1.22%) 0 1 (2.08%) 0 2 (5.13%) -
Insuficiencia hepatica aguda 1 (0.41%) 0 0 0 1 (2.56%) -
Enfermedad de tejido conectivo 1 (0.41%) 1 (1.01%) 0 0 0 -
Enfermedad cardiaca 8 (3.27%) 3 (3.03%) 0 4 (6.78%) 1 (2.56%) 0.4076
Enfermedad cerebro-vascular 1 (0.41%) 0 0 1 (1.69%) 0 -
Linfoma 1 (0.41%) 0 0 0 1 (2.56%) -
Sin comorbilidad 62 (25.30%) 32 (32.32%) 15 (31.25%) 11 (18.64%) 4 (10.25%) 0.7011
Componentes celulares a la admisién hospitalaria
Leucocitos totales (n=198) 9.79 (7.07-13.33) 9.42 (6.15-12.39) 10.07 (6.89-14.75) | 9.61 (7.23- 12.01) 10.93 (7.54-15.25) 0.3317
Neutréfilos (n=198) 86 (79.68-91) 86 (79-91) 88.65 (82.28-91.9) 83.5 (75.25-88.48) 84.2 (81-92) 0.1317
Linfocitos(n=198) 8 (5-13.25) 8 (5.4-13) 7 (4.1-12.5) 10 (5.85-17.63) 6.8 (4-12) 0.1646
Monocitos (n=198) 4 (2.07-6) 4 (2-6) 3.1 (2.05-5) 4.75 (3.25-7) 4 (3-6) 0.1518
Eosindfilos (n=198) 0 (0-0) 0 (0-0.1) 0 (0-0) 0 (0-0.07) 0 (0-0) 0.8920
Baséfilos (n=198) 0 (0-1.12) 0 (0-1) 0.3 (0-1.675) 0.2 (0-1) 0 (0-1.6) 0.9196
NLR (n=198) 10.88 (5.89-18.2) 10.5 (6-16.85) 12.81 (6.43-21.81) 8.55 (4.31-15.1) 12.25 (6.92-23) 0.1479
Eritrocitos (n=198) 4.96 (4.51-5.52) 5.11 (4.69-5.57) 5.28 (4.80-5.70) 4.91 (4.4-5.19) 4.72 (4.4-4.94) 0.0022
Hemoglobina (n=198) 14.95 (13.6-16.4) 15.1 (13.7-16.6) 15.4 (13.93-17.33) 14.7 (13.33-15.38) 14.6 (13.3-16) 0.1392
Hematocrito (n=198) 45.45 (41.73-49.13) 46.5 (42.6-49.2) 46.8 (41.63-51.85) 44.75 (40.28-46.2) 43.8 (40.2-46.3) 0.0498




Plaquetas (n=198) 246.2 (182.8-319.4) 238 (183.3-321.9) 225.8 (166.3-305.4) 282.5 (227.1-334.4) 252.4 (155.9-312.3) 0.0775
Marcadores bioquimicos ala admision hospitalaria
Creatinina (n=197) 0.9 (0.7-1.25) 0.8 (0.675-1.1) 0.9 (0.7-1.37) 0.85 (0.6-1.2) 1.2 (0.9-1.9) 0.0070
Glucosa (n=198) 128.5 (106.9-171) 126.1 (100-170) 123.9 (105.5-143.8) 124.2 (106.2-177) 167.1 (115-215) 0.0142
Bilirrubinas totales (n=180) 0.6 (0.4-0.8) 0.6 (0.4-0.8) 0.6 (0.4-0.9) 0.65 (0.5-0.9) 0.6 (0.5-0.8) 0.4189
LDH (n=182) 442.1 (331.7-605.8) 447.1 (319-609.3) 502.1 (389.8-671.3) 397.2 (305-550.5) 455 (331.5-613.4) 0.0588
Proteina C reactiva (n=161) 91 (70.25-191.5) 91 (76.8-163.7) 99.6 (79.2-294) 90 (48.65-91) 115 (86.63-248.3) 0.0328
Dimero D (n=167) 462.8 (268-1150) 377.2 (258.5-836) 632 (315-1370) 488 (281-2446) 470.5 (250.2-2618) 0.1263
Fibrinégeno (n=161) 890 (745-1172) 944.5 (762.9-1113) 906.5 (693-1497) 829.5 (761.8.-1027) 877.6 (669.5-1181) 0.4955
Gasometria ala admision hospitalaria
pH (n=74) 7.45 (7.42-7.49) 7.45 (7.42- 7.5) 7.44 (7.41-7.47) 7.47 (7.46- 7.62) 7.43 (7.29-7.45) 0.0080
PaCO2 (n=73) 28 (24-32) 28 (24-31.25) 31.5 (27.25-34.25) 27.5 (24-31.75) 26 (20-32) 0.2717
PaO2 (n=73) 66 (52-80) 65.5 (49.25-82.25) 54 (45.25-68.25) 67.5 (61-88.25) 68 (54-96) 0.1203
HCO3(n=73) 20.2 (17.2-22.45) 19.85 (17.48-21.73) 21.5 (20.28-24.23) 19.8 (17.5 23.6) 15.9 (13-22.2) 0.0497
Sa02 (n=95) 93 (86-95) 94 (90.25-96) 87 (74.5-94.5) 94 (84.25-94.75) 92 (86.75-96.5) 0.0958
FiO, (n=50) 31.5 (21-47.25) 21 (21-42.5) 40 (30-78) 40.5 (31.5-45.75) 35.5 (23.25-62.5) 0.0435
Escalas de severidad de neumonia ala admisién hospitalaria
CALL (n=244) 10 (8-11) 9 (7-10) 10 (8-11) 11 (10-12) 12 (11-13) <0.0001
CURB-65 (n=244) 1 (0-2) 0 (0-1) 1 (0-1) 2 (1-2) 2 (1-2) <0.0001
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NEWS2 (n=244) 7 (5-9) 7 (4-9) 8 (6-9) 7 (5-8) 7 (5-9) 0.0592

SOFA (n=235) 1(1-3) 1(1-3) 2 (1-4) 1(1-3) 3 (1-4) 0.0236

n=245 a menos que se indique lo contrario (). Subdivisién de grupos en: supervivientes <65 afios (A), defunciones <65 afios (B), supervivientes 265 arios
(C) y defunciones = 65 afios (D). Las variables continuas se compararon con la prueba Kruskal-Wallis, mientras que, las variables categoricas con la
prueba de X?, valores de p <0.05 se consideraron estadisticamente significativos y se identifican en negritas.
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Se realizé la busqueda a través del tiempo de un perfil potencial que nos permita la
estratificacion por progresion de la enfermedad por COVID-19 entre supervivientes
(S) y defunciones (D), en menores y mayores de 65 afios. Para esto, iniciamos con
los parametros de laboratorio, especificamente componentes celulares vy
marcadores bioquimicos, obtenidos a los tres diferentes tiempos (a la admision, a

los 7 dias de hospitalizacion y en la etapa de convalecencia) (Figura 6).

Al ingreso, las medianas de las cuentas de los leucocitos totales se encontraban
altas en todos los grupos con respecto a la mediana de referencia, e incrementaron
a los 7 dias en aquellos que fallecieron (D), siendo mayor en <65. La frecuencia de
neutroéfilos, asi como del cociente neutroéfilos/linfocitos (NLR) se encontraron altos
tanto en los grupos supervivientes y de defunciones durante los primeros 7 dias
hospitalizados, observandose hasta la convalecencia el retorno a valores normales
en ambos grupos de edad. Al contrario, los linfocitos, monocitos, eosinofilos y
basdfilos se encontraban disminuidos en todos los grupos, tanto a la admision
como a los 7 dias, observandose la recuperacion de valores normales de linfocitos
posterior al alta hospitalaria. Las cuentas de eritrocitos se encontraban por encima
de los valores de referencia desde la admisién en pacientes menores de 65, siendo
mayor a los 7 dias, especialmente en aquellos que fallecieron; mientras que, en el
grupo de adultos de edad avanzada mantuvieron una mediana entre los limites de
referencia, observandose los valores cercanos al limite inferior a los 7 dias en
aguellos que no sobrevivieron. Los valores de hematocrito siguieron la misma
tendencia que las cuentas eritrocitarias; sin embargo, siempre se mantuvieron
dentro de los intervalos de referencia. En cuanto a las cuentas plaquetarias se
observé un incremento en las medianas a los 7 dias de hospitalizacion en el grupo
<65 afios con respecto a sus valores de admisién, tanto en supervivientes y
defunciones; mientras que, en el grupo >65 afios no se apreciaron cambios
importantes entre los valores de admision y a los 7 dias entre los supervivientes y

defunciones.

Durante la etapa convaleciente, casi todos los pardmetros regresaron a valores

normales, a excepcion de las poblaciones de eosindfilos y baséfilos que no
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alcanzaron los valores de referencia al menos dentro de las primeras 4 semanas

posteriores al alta hospitalaria (Figura 6A).

Por otro lado, al observar los parametros bioquimicos a través del tiempo (Figura
6C) identificamos que los pacientes que fallecieron en ambos grupos de edad
mostraban los valores mas altos de LDH, proteina C reactiva, dimero D y
fibrindbgeno, pronunciandose aun mas los niveles elevados de LDH y dimero D a
los 7 dias de hospitalizacion en ellos. Notablemente, en la etapa convaleciente los
niveles de LDH alcanzan valores por debajo de los niveles de referencia en los
pacientes <65 afios; contrariamente, los niveles de dimero D y fibrinbgeno se
mantienen por encima de los limites superiores en los pacientes >65 afios. Los
niveles de proteina C reactiva y fibrinbgeno se mantuvieron muy por encima de los
limites superiores de referencia, tanto en supervivientes como en no
supervivientes, en ambos grupos de edad durante la estancia hospitalaria,
observandose una disminucion méas importante en el grupo S a los 7 dias; sin
embargo, hasta la etapa convaleciente se alcanzan niveles normales de proteina
C reactiva en ambos grupos de edad, y en cuanto al fibrinbgeno solo en los
adultos <65 afos. Los niveles de bilirrubinas totales no mostraron valores fuera de
los de referencia durante la presentacion de la enfermedad. Finalmente, los
valores de creatinina solo se encontraron en el limite superior de referencia a la
admisién en los adultos de edad avanzada que fallecieron, lo que permite sugerirlo

como un marcador de mal prondstico en este grupo.

Adicionalmente, para la identificacién de potenciales perfiles clinicos de riesgo en
nuestra cohorte de pacientes con COVID-19, llevamos a cabo la visualizacion de
los parametros de laboratorio de los componentes celulares (Figura 6B) vy
marcadores bioquimicos (Figura 6D) mediante graficos de aluvial a la admisién y a
los 7 dias de hospitalizacion. Este tipo de representacion permite una comparacion
integrativa de los diferentes parametros, los cuales se muestran simultaneamente
asignados cada uno en ejes verticales y sus valores en estratos o niveles, cuyo
tamafio varia de acuerdo con la proporcion de casos que pasan a través, estos

ultimos son representados mediante lineas, en color rosa se muestran los
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pacientes supervivientes y en color negro aquellos que fallecieron. Los estratos
fueron definidos empleando los valores de referencia, limitados por estratos
inferiores o superiores, dependiendo del comportamiento de la poblacion.

Al ingreso hospitalario, no se detectd una relacion aparente entre los parametros
celulares y los desenlaces, mientras que, a los 7 dias, una tendencia hacia el
progreso de la enfermedad es observada, los supervivientes mostraron una mayor
afluencia hacia conteos de leucocitos totales normales (estrato 4-10.9 células/uL),
valores de NLR mas bajos, mayor frecuencia de linfocitos y valores normales de
monocitos (estrato 2-11.9%). Sorprendentemente, a los 7 dias, tres parametros
celulares, independiente o en combinacién, se asociaron con una progresion
favorable (estratos en rosa): valores de NLR <3, linfocitos 217% y/o neutrofilos
<75%.

En cuanto a los pardmetros bioquimicos, de igual forma un patrén de prediccion
de desenlaces no es obvio a la admision, siendo posible hasta el dia 7 de
hospitalizacion la identificacion de 3 parametros, independientes o en
combinacion, que parecen definir el progreso de la severidad. Todos los pacientes
gue presentaban valores de LDH <240 U/L, proteina C reactiva <50 mg/L y/o
dimero-D <1000 ng/mL (estratos en rosa) tuvieron un desenlace favorable;
contrariamente, pacientes con niveles de LDH >750 U/L (estrato en negro)

fallecieron.

De esta manera, un perfil prondstico en pacientes con COVID-19 que podria
ayudar a la estratificacibn y manejo clinico se compone de 6 parametros de

laboratorio: NLR, linfocitos, neutrofilos, LDH, proteina C reactiva y dimero D.
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Figura 6. Asociacidn entre parametros de laboratorio clinicos en pacientes con COVID-19 y
su progresion con la enfermedad. A) Representacion en graficos de calor que muestran las
medianas de las cuentas absolutas de leucocitos, eritrocitos y plaquetas, frecuencias de linfocitos,
monocitos, neutrofilos, eosindfilos y baséfilos, asi como el valor del hematocrito y del cociente
neutréfilos/linfocitos (NLR) a lo largo del tiempo (admisién, a los 7 dias y convalecencia) en
comparacion con los valores de referencia (R) indicados en la primera columna de cada parametro.
Andlisis realizado por grupos de edad, menores y mayores de 65 afios, y desenlace, supervivientes
(S) y defunciones (D). B) Representacion en graficos de aluviales a la admision y alos 7 dias que
muestran los componentes celulares anteriormente mencionados, localizados en los ejes verticales
divididos en diferentes estratos, de cada uno de los pacientes representados por lineas en color
rosa (supervivientes) o negras (defunciones). El tamafio y color de los estratos varia de acuerdo
con el nimero de casos y con el tipo de desenlace que lo atraviesan, respectivamente, en cas o de
gue coincida un tipo de desenlace se indica con el color asociado (rosa 0 negro), en caso contrario
permanece en color gris. C) Representacion en graficos de calor que muestran las medianas de los
niveles de LDH, proteina C reactiva, dimero D, fibrinGgeno, bilirrubinas totales y creatinina a lo
largo del tiempo (admisién, a los 7 dias y convalecencia) en comparacion con los valores de
referencia (R) indicados en la primera columna de cada parametro. Andlisis realizado por grupos
de edad, menores y mayores de 65 afios, y desenlace, supervivientes (S) y defunciones (D). D)
Representacién en graficos de aluviales a la admisién y a los 7 dias que muestran los
componentes bioquimicos mencionados en el inciso anterior. Se identificaron 6 parametros de
laboratorio asociados a un perfil pronostico en pacientes con COVID-19: NLR, linfocitos,
neutrofilos, LDH, proteina C reactiva y dimero D. Valores de referencia: leucocitos totales; 4-11
x103 células/pL, Cociente neutréfilos/linfocitos (NLR): 1-3, Linfocitos: 17-45%, Monocitos: 2-12%,
Neutrdfilos: 37-75%, Eosindfilos: 1-7%, Baso6filos: 0.3-2%, Eritrocitos: 4-5 x108 células/uL,
Hematocrito: 35-52%, Plaquetas: 130-400 x108 células/pL, lactato deshidrogenasa (LDH): 240-480
U/L, Proteina C reactiva (CRP): 0-5 mg/L, Dimero D: 0-500 U/L, Fibrinégeno: 308-613 mg/dL,
Bilirrubinas totales: 1-1.2 mg/dL, Creatinina: 0.7-1.2 mg/dL. Conval, convalecencia; R, referencia;
S, supervivientes; D, defunciones; ND, sin dato.
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El riesgo de letalidad por COVID-19 y su asociacion con condiciones
metabolicas preexistentes

Investigamos la asociacion del género, la edad, asi como de la presencia de
enfermedades preexistentes (comorbilidades) con el desenlace clinico en la
cohorte de pacientes con COVID-19 mediante la medida estadistica del riesgo
relativo (RR). EI RR es la probabilidad de que un evento ocurra en un grupo
expuesto o que presenta algun factor de riesgo en comparacion con un grupo
control, se expresa en valores absolutos resultado del cociente de la comparacion
entre ambos grupos. Valores de RR igual a 1 indican que no hay diferencia entre
el grupo expuesto y el control, mientras que un valor >1 indica que hay un riesgo

incrementado en el grupo expuesto (46).

Al igual que en otros reportes, el nuestro confirma la tendencia a un riesgo relativo
de muerte (RR4) mayor en los pacientes hombres (RRq 1.29, 95% IC: 0.90 — 1.90,
p= 0.21) en comparacion con las mujeres (0.77, 95% I1C:0.53 — 1.11, p=0.21)
(Figura 7A y Anexo 3). Al calcular el RR4 por COVID-19 observamos que su valor
incrementa con la edad y con algunas comorbilidades. Los valores de la tasa de
letalidad (CFR) y el de RRq4 incrementan después de los 40 afios, con un riesgo de
muerte estadisticamente significativo en el rango de edad de 80-89 afos (RRd
=3.06, 95% CI: 1.28-8.00, p= 0.02). En cuanto al rango de 50-59 afios, grupo que
registr6 mas de un cuarto de las defunciones (26.94%), el RRq fue 1.89 (95% CI:
0.84 — 4.90, p= 0.18), sin embargo, no hay significancia estadistica. El rango de
edad de 20-29 afios es un punto de interés ya que el RRq fue 1.43 (95% CI: 0.45 —
4.49, p=0.69), sin embargo, de igual forma no alcanza significancia estadistica.

En nuestra cohorte, 74.69% de los pacientes y 78.16% de las defunciones report6
al menos una comorbilidad (RR4=1.34, 95% CI:0.84 - 2.16, p= 0.27),
observandose el mayor riesgo de letalidad en aquellos pacientes con mas de 4
condiciones preexistentes (RRq=1.45, 95% CI: 0.81 - 2.49, p=0.23).
Posteriormente, evaluamos el RR4 de acuerdo con el tipo de enfermedad
preexistente en los pacientes que presentaron solo una e identificamos que la

insuficiencia renal crénica (IRC) presenté el riesgo méas alto para COVID-19
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(RRg=3.26, 95% CI: 1.07 — 4.75, p = 0.10). Obesidad, diabetes e hipertension
arterial (HTA) también presentaron un valor mayor a 1 de RRq, 1.45, 1.36 y 1.34,
respectivamente. El habito de fumar tabaco no agrego riesgo en nuestra cohorte
(RR4=1.09, 95% CI: 0.20 — 3.01, p= >0.99). En aquellos pacientes que reportaron
méas de una comorbilidad, la combinacion de IRC con diabetes confiere un mayor
RRq4 (3.26, 95% CI: 0.66 — 9.49, p= 0.32), seguido de la combinacion HTA ya sea
con obesidad o IRC (RR4=1.63). En los adultos de mediana edad la insuficiencia
renal cronica resultdé un importante factor de riesgo, aunque sin significancia
estadistica, incrementando el riesgo de letalidad por COVID-19 hasta 3 veces
(RRg= 3.13, 95% CI: 1.02 — 19.03, p= 0.12), seguido por la presencia de las
combinaciones HTA mas obesidad, seguido de obesidad y diabetes (Figura 7B y
Anexo 3). En cuanto a los adultos de edad avanzada dos combinaciones son las
gue proveen un mal pronostico: HTA+IRC e IRC+HTA+Diabetes+Complicacion de
diabetes (RR4= 3.75, 95% IC: 1.06 — 17.36, p= 0.11), seguido de HTA y diabetes,
como Unicas comorbilidades (Figura 7B y Anexo 3).

La identificaciébn de que no hay un mayor riesgo adquirido por la presencia de mas
de una comorbilidad en adultos <65 afos se puede deber a la baja frecuencia de
casos con las combinaciones de comorbilidades, quienes pueden tener una menor
prevalencia de complicaciones por diabetes ya que no las han desarrollado o no
se les ha diagnosticado. Sin embargo, en ellos se observa una tendencia de riesgo
incrementado debido a la presencia de enfermedades metabdlicas crénicas (IRC,
HTA, obesidad y diabetes), lo que sugiere un envejecimiento inducido del sistema
hematopoyético favorecido por las comorbilidades o por el estilo de vida, el cual
incrementa con la edad y genera catastrofes inflamatorias. Al investigar las
defunciones en el rango de 20-29 afos identificamos que el 75% presentaban IRC
como Uunica comorbilidad. Por lo que, la insuficiencia renal cronica es un
importante factor de riesgo que requiere atencion desde edades tempranas en

nuestra poblacion.
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Figura 7. Morbimortalidad en la cohorte de estudio. A) Riesgo relativo de muerte (RR4) por
COVID-19 por género, rango de edad, nimero y tipo de comorbilidades. B) RRq4 por comobilidad
Unica o en combinacion por grupo de edad, menores y mayores de 65 afios. La linea vertical
punteada indica RR¢=1. Los valores de RRq fueron calculados por género masculinos vs
femeninas, rango de edad vs rango de 30-39 (rango con menor CFR), ndimero y tipo de
comorbilidades vs el grupo sin comorbilidades, en cuanto a comorbilidad o combinaciones vs grupo
sin comorbilidad en el mismo grupo de edad. * p <0.5.



Combinaciones de riesgo en pacientes con COVID-19: presencia de
enfermedades metabdlicas preexistentes y perfiles hematolégicos de mal
pronostico

Para extender el perfil de mal prondstico en pacientes con COVID-19 investigamos
si las comorbilidades se asociaban con los pardmetros anormales de laboratorio
(neutrofilos, linfocitos, NLR, dimero D, proteina C reactiva y LDH) permitiendo una
mejor identificacion de casos severos a la admision y a los 7 dias de

hospitalizacion (Figura 8 y Anexo 4).

A la admisién (Figura 8A), encontramos que pacientes fumadores o con IRC y con
una frecuencia de neutréfilos =75% presentaron 2.71 veces mayor riesgo de
muerte en comparacion con pacientes con el mismo valor de neutroéfilos, pero sin
comorbilidades. De igual forma, la combinacién de pacientes que padecian IRC y
con linfocitos <17% o NLR >3, presentaban un RRg de 2.71 y 2.69,
respectivamente. El riesgo de muerte incrementd 2.8 veces en aquellos pacientes
gue presentaron niveles superiores a 500 ng/mL de dimero D en presencia de
diabetes, IRC, HTA + obesidad 0 la combinacion de
IRC/HTA/Diabetes/Complicacion de diabetes. El riesgo de muerte increment6 3.44
veces en pacientes con niveles de proteina C reactiva 25 mg/L y que padecian
IRC o la combinacion HTA + Obesidad. En cuanto a los niveles de LDH =240 U/L,
pacientes con IRC presentaron 2.38 veces mayor riesgo de defuncién que su

contraparte control.

A los 7 dias de hospitalizacion (Figura 8B), pacientes que reportaron obesidad,
diabetes o hipertension y que presentaron neutréfilos 275% o NLR 23,
incrementaron el valor de RRq 2.4y 2.5, respectivamente. Mientras que, niveles de
dimero D superiores a 500 ng/mL incrementaron 5.5y 2.75 veces el riesgo en
pacientes con obesidad o hipertension, respectivamente. La combinacion de
valores de proteina C reactiva 25 mg/L y la presencia de obesidad aumenté 5.5
veces significativamente el riesgo de muerte por COVID-19 (95% CI: 1.51 — 26.27,
p= 0.05). Finalmente, pacientes con valores de LDH superiores al limite de

referencia y con diabetes o HTA presentaron 4.4 y 2.51 mayor riesgo de muerte.
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Empleando el conjunto de parametros anormales de laboratorio y el historial
clinico de condiciones preexistentes de los pacientes permiti6 complementar el
perfil de mal prondstico de pacientes con COVID-19.
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Figura 8. Incremento del riesgo de muerte en pacientes con COVID-19 debido a la presencia
de comorbilidades y parametros anormales de laboratorio. RRqg fueron calculados en los
pacientes que presentaban los niveles anormales de los parametros de laboratorios indicados
entre casos con la comorbilidad o combinacién de comorbilidades vs casos sin comorbilidad, tanto
alaA) admisiony B) 7 dias de hospitalizacion. La linea vertical punteada indica RRq4=1.
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Un microambiente proinflamatorio en pacientes <65 afios con COVID-19
Llevamos a cabo la medicion de citocinas, quimiocinas y factores de crecimiento
en los sueros de los pacientes con COVID-19 a lo largo de los 3 diferentes puntos
del transcurso de la enfermedad y los comparamos con respecto a individuos
sanos (Figura 9).

Al ingreso hospitalario, los pacientes <65 afios mostraron una tendencia hacia
valores mas altos de los mediadores proinflamatorios e inflamatorios 1L-6, IL-8,
TNF-a, MIF y CXCL11 con respecto al grupo de individuos sanos. Ademas, se
observaron niveles mas altos de SCF, FLT-3L, G-CSF, IL-6, IL-8, TNF-a, MIF y
CXCL11 en los pacientes con desenlace fatal con respecto a los supervivientes en
este grupo etario. En cuanto a la admision de los pacientes 265 afios, se observo
un incremento estadisticamente significativo en los niveles de IL-6 en aquellos que
fallecieron con respecto a los individuos sanos y supervivientes. También se
observé un comportamiento similar en cuanto a los niveles de CXCL11, aunque

sin significancia estadistica.

A los 7 dias de hospitalizacion, en las defunciones de los pacientes <65 afios se
observaron dos comportamientos distintos en los componentes inflamatorios
solubles, por un lado, un incremento en los valores de SCF, FLT-3L, IL-6, IL-8 y
MIF; mientras que, una disminucion se observo en los niveles de G-CSF, TNF-a y
CXCL11. Por otro lado, a los 7 dias se observo un incremento en los niveles de
SCF y una disminucion en los de CXCL11 en las defunciones de los pacientes =65

anos.

Un ambiente inflamatorio es sugestivo con los datos obtenidos en las defunciones

de los pacientes de mediana edad.
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Panorama inmunolégico en pacientes con COVID-19

Se llevo a cabo la evaluacion del contenido de las poblaciones celulares
hematopoyéticas por citometria de flujo en las muestras de sangre periférica al
ingreso, 7 dias de hospitalizacién y convalecencia de pacientes adultos con COVID-
19, asi como de adultos sanos. Las poblaciones celulares en los pacientes de
mediana edad con COVID-19 se presentan como frecuencias con respecto a

leucocitos totales (Figura 10).

A la admision, se observa que el compartimento de neutrofilos se encuentra
significativamente incrementado provocando una reduccion significativa en las
frecuencias de linfocitos, basofilos, células NK y células dendriticas, tanto
plasmacitoides (pDC) como CD11lc* (cDC2), en los pacientes con COVID-19 con
respecto a los individuos sanos. Ademas, se encontraron valores mas reducidos de
células NK, pDCs y cDC2 en aquellos pacientes con desenlace fatal, lo que sugiere
gue no se establecié efectivamente una linfopoyesis de emergencia en respuesta a
SARS-CoV-2.

A los 7 dias, se observan dindAmicas inmunol6gicas diferentes entre los pacientes que
fallecieron y supervivientes, en los primeros la neutrofilia persiste y provoca una
disminucion mas pronunciada en el resto de las poblaciones celulares; mientras que,
en los supervivientes el contenido de neutréfilos empieza a disminuir y se acompana
con el incremento de los demas compartimientos leucocitarios. Notablemente, en la
convalecencia todas las poblaciones alcanzan valores normales, observandose una
tendencia a valores mas altos de monocitos, pDCs y cDC2s con respecto al grupo
control, lo que sugiere la importancia de estas poblaciones para la recuperacion
(Figura 10A).

En cuanto a las subpoblaciones de monocitos se observa una disminucion
significativa en las fracciones de intermedios y no clasicos en pacientes <65 afios con
COVID-19 con respecto a los sanos, tanto al ingreso como a los 7 dias, alcanzando

valores normales hasta la etapa convaleciente (Anexo 5A).
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Para investigar la presencia de células mieloides inmaduras y disfuncionales
evaluamos la expresiéon de CD16 y HLA-DR en los neutroéfilos y en los monocitos,
respectivamente (Figura 10B). Observandose en los no supervivientes una nula
expresion de CD16 en los neutrdfilos y reduccion significativa de la expresion de HLA-
DR en los monocitos, tanto a la admision como a los 7 dias. Con estos resultados se
sugiere que una hematopoyesis de emergencia de linaje mieloide se encuentra
asociada con la inmunopatogénesis de COVID-19 en los pacientes adultos <65 afios

con mal prongstico.
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Figura 10. Panorama inmunolégico en pacientes de mediana edad con COVID-19. A)
Comparacion de las frecuencias celulares de las diferentes poblaciones inmuno-hematopoyéticas
entre individuos sanos y pacientes adultos <65 afios a la admisién, 7 dias y en la convalecencia. B)
Niveles de expresion de las moléculas CD16 y HLA-DR en neutréfilos y monocitos,
respectivamente.

51



Perfil para estratificacion de pacientes <65 afios con COVID-19

Investigamos la influencia de las comorbilidades con respecto al contenido de las
diferentes poblaciones celulares hematopoyéticas. Las frecuencias celulares en
pacientes con COVID-19 <65 afios, supervivientes sin comorbilidades vy
defunciones con comorbilidades, se comparan con individuos sanos (Figura 11).

Al ingreso hospitalario, los pacientes de mediana edad con enfermedades
preexistentes que enfermaron con COVID-19 y tuvieron un mal prondstico se
caracterizaron por una frecuencia significativamente elevada de neutrofilos con
baja expresibn de CD16 en paralelo con una reduccién significativa en el
contenido de linfocitos, basofilos, células NK, pDCs y cDC2s. Se observa una
tendencia a valores disminuidos en la frecuencia de monocitos totales,
caracterizados por una baja expresion de HLA-DR; sin embargo, solo en la
frecuencia de los monocitos no clasicos se identifica una disminucion significativa
(Anexo 5B).
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Figura 11. Perfil de riesgo en pacientes de mediana edad con COVID-19. A) Comparacion de
las frecuencias celulares de las diferentes poblaciones inmuno-hematopoyéticas entre individuos
sanos y pacientes adultos <65 afios, supervivientes sin comorbilidades y defunciones con
comorbilidades, a la admision, 7 dias y en la convalecencia. B) Niveles de expresion de las
moléculas CD16 y HLA-DR en neutréfilos y monocitos, respectivamente.
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DISCUSION
Durante la pandemia por COVID-19, México resultd severamente afectado
ubicandose dentro de los primeros 5 paises con exceso de mortalidad y entre los
primeros 30 en mortalidad por COVID-19. La incidencia de casos nacionales,
previo a la vacunacién, siguieron la tendencia de la piramide poblacional, sin
embargo, mas de la mitad de las defunciones por COVID-19 han ocurrido en
adultos <65 afios (1,5).

Diferentes estudios han identificado factores de riesgo asociados a mortalidad en
pacientes adultos con COVID-19, entre ellos: ser del género masculino, mayor
edad, presentar obesidad, diabetes, hipertensiéon, enfermedades cardiovasculares,

cerebrovasculares o renales (3).

Nuestra cohorte de estudio constituida principalmente por pacientes masculinos
(64.49%) coincide con diferentes reportes acerca de la vulnerabilidad de los
hombres a desarrollar una forma severa de la enfermedad por COVID-19 (47). La
diferencia en las tasas de letalidad de COVID-19 entre hombres y mujeres, se
podria explicar debido a que ECA2 se localiza en el cromosoma X, por lo que
podrian encontrarse alelos confiriendo resistencia a la infeccion, resultando en un
menor numero de decesos en las pacientes femeninas. También se podria deber
a los estrogenos y testosterona que tienen funciones inmunorreguladoras, los
cuales podrian influir en la inmunoproteccién o en la severidad de la enfermedad
(13).

La edad avanzada es uno de los principales factores de riesgo asociados a formas
severas de COVID-19. A principios de la emergencia sanitaria, la expectativa era
gue paises constituidos por poblaciones jovenes, como el nuestro, con una
poblacién con una edad promedio menor que la mundial (29.3 afios) iban a tener
control de la pandemia por COVID-19, desafortunadamente una alta prevalencia
de condiciones metabdlicas preexistentes impacté con altas tasas de mortalidad
(4,5). México, asi como algunos paises latinos como: Peru, Ecuador y Bolivia, son
algunos de los paises que han sobrepasado méas del 50% de los decesos
estimados durante la pandemia (48). En nuestro estudio, la mayor frecuencia de
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casos y defunciones se encuentran afectando adultos entre 21-64 afos
comprendiendo el 60% y 55.2%, respectivamente. Esto concuerda con lo
reportado en el analisis nacional de Dominguez-Ramirez donde mas de la mitad
de las defunciones con COVID-19 ocurrieron en adultos de 20-64 afios (52.7%),
mientras que los adultos mayores de 65 afios y los pacientes pediatricos

comprendieron 46.9% y 0.4%, respectivamente (5).

La expectativa que poblaciones jovenes iban a desencadenar una respuesta
efectiva contra SARS-CoV-2, se basa en la suposicion de la capacidad de
responder de un sistema inmune y hematolégico no envejecido. Sin embargo, una
hematopoyesis de emergencia de linaje mieloide, favorecida por las condiciones
de salud preexistentes en la poblacién, pueden impactar los desenlaces de

COVID-19 incluso en pacientes jévenes y de mediana edad (4).

De acuerdo con la OMS, América Latina cuenta con altas tasas de enfermedades
metabdlicas crénicas: 62.8% de los hombres y 59.8% de las mujeres presentan
sobrepeso/obesidad y 40% de los adultos >34 afios padecen hipertension arterial
(31.1% en comparacién con la incidencia global). Mientras que, 79% de los casos
de diabetes mellitus tipo 2 (DM2) que afectan individuos de 20-79 afos se
registran en paises de bajo y mediano ingreso (incidencia mundial 8.8%).
Sorprendentemente, alrededor de 10 millones de individuos con DM2 en Centro- y
Sudameérica no estan conscientes de su estado. HTA y diabetes son las causas
mas comunes de insuficiencia renal cronica (IRC), la cual afecta al 9.1% de la
poblacion mundial, con una mayor incidencia de casos que los esperados por el
nivel de desarrollo en Oceania, Africa subsahariana y América Latina (49-51).
México ocupa los primeros lugares de prevalencia de sobrepeso/obesidad (75.2%
adultos >20 afos) y diabetes (13.7%); mientras que, 22% de los adultos han sido
diagnosticados con hipertension arterial (4,5). Ademas, ocupa el sexto lugar en las
tasas de mortalidad mas altas de IRC, resultando Puebla como el estado con las
mayores tasas de mortalidad, de afios de vida perdidos debido a muerte
prematura (YLL) y de afios vividos con discapacidad (DALY) por IRC (6).
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Estudios previos han indicado que a la admisiébn hospitalaria 20-51% de los
pacientes con COVID-19 presentaban al menos una comorbilidad (52). En nuestra
cohorte 74.69% de los casos reportaron al menos una enfermedad preexistente

diagnosticada siendo HTA, diabetes y obesidad las de mayor frecuencia.

El incremento de desarrollar una forma severa y fatal de COVID-19 en pacientes
gue padecen hipertension o diabetes tipo 1 0 2 se debe a un incremento de ECA2
debido a que el tratamiento para estas condiciones provoca la sobreexpresiéon de
este (53).

Las personas con obesidad presentan un mayor riesgo de complicaciones por
COVID-19 debido no solo al riesgo incrementado de padecer alguna enfermedad
cronica originada por la condicion, susceptibilidad a infecciones, o tener un
incremento de citocinas inflamatorias sino también a que estd asociada con una
disminucion del volumen de reserva respiratoria, la capacidad funcional y la

distensibilidad respiratoria (54,55).

Por otro lado, la insuficiencia renal crénica con una incidencia de 8.57% en
nuestros casos, resultd ser la Unica comorbilidad que provee el mayor riesgo de
letalidad en pacientes con COVID-19 menores de 65 afios. Comorbilidad que
resulté ser la de mayor riesgo de fatalidad por COVID-19 en un estudio realizado

en la poblacién mexicana (5).

Nuestra cohorte de pacientes con COVID-19 constituye una muestra Optima para
explorar como influyen las condiciones metabdlicas crénicas e inflamatorias en la
hematopoyesis de emergencia durante la presentacion severa de la infeccién por
SARS-CoV-2 a diferentes edades. Importantemente, permite identificar el estado
de la respuesta inmunoldgica ante COVID-19 en adultos de mediana edad con

comorbilidades, la cual no ha sido determinada en detalle.

Para la toma de decisiones médicas durante la pandemia por COVID-19 se han
empleado diferentes puntuaciones para la prediccién del riesgo de progresion a
estados severos y desenlaces fatales de pacientes hospitalizados, cuya finalidad

es tanto para la deteccion temprana y aplicacion de tratamientos adecuados y asi
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evitar su deterioro clinico, como para la administracion adecuada de recursos e

infraestructura (en el caso de equipo de soporte ventilatorio).

Diferentes parametros de laboratorio clinico han permitido monitorear el estatus
inmune e inflamatorio de los pacientes con COVID-19 y se han asociado a
severidad: neutrofilia, linfopenia, trombocitopenia, elevacion de proteina C
reactiva, elevacion del tiempo de protrombina, creatinina, dimero D, lactato
deshidrogenasa, ALT/AST (9,56-58). En nuestro estudio identificamos el
incremento del riesgo de desenlaces desfavorables debido a enfermedades
cronicas preexistentes y 6 parametros clinicos: elevacion en la frecuencia de
neutroéfilos, del valor de NLR, de los niveles de dimero D, proteina C reactiva y

lactato deshidrogenasa; y una disminucion en la frecuencia de linfocitos.

En un estudio realizado por Dawei y colaboradores reportaron que los pacientes
con ingreso a una UCI presentaron una cuenta mas alta de neutrofilos, niveles
mas altos de dimero D, urea sanguinea y creatinina, y la cuenta de linfocitos
continu6é disminuyendo hasta el deceso con respecto a los pacientes que no
requirieron de cuidados intensivos (59). Un incremento de neutrdfilos representa la
respuesta inflamatoria activada y debido a que los linfocitos poseen un papel
importante en la defensa inmunitaria, una disminuciébn en esta poblacion se
considera de mal prondéstico. EI NLR (Neutrophil to Lymphocyte Ratio) refleja esta
dinamica entre ambas poblaciones (60), y ha sido util para la estratificacion de
mortalidad en eventos cardiacos, un fuerte factor prondstico en diversos tipos de
cancer, asi como un marcador de inflamacion (61,62). En un estudio realizado por
Yang y colaboradores identificaron un valor elevado de NLR como un biomarcador
independiente para identificar a pacientes con COVID-19 de mal prondstico.
Determinaron que pacientes con COVID-19 y con un valor de NLR 23.3 y con una
edad 249.5 afios el 46.1 % de los pacientes con enfermedad moderada
progresaban a un estado severo en aproximadamente 6.3 dias (63).

La lactacto deshidrogenasa (LDH) es una enzima intracelular que se localiza en
las células de casi todos los 6rganos, cataliza la interconversién del piruvato a

lactato. Aunque la LDH se ha empleado tradicionalmente como un marcador de
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dafio cardiaco, valores anormales pueden resultar de dafio a multiples 6rganos y
oxigenaciéon disminuida con sobrerregulacién de la via glucolitica. Infecciones
severas pueden ocasionar dafo tisular mediado por citocinas y liberacion de LDH.
El dafio en el tejido pulmonar en pacientes con COVID-19 severo incrementa los
valores de LDH (64).

La proteina C reactiva, es un biomarcador con alta sensibilidad a la inflamacion y a
la respuesta del hospedero a la produccién de citocinas, particularmente TNF-q,
IL-6, MCPL1 e IL-8 secretadas por los linfocitos T (65).

Anormalidades en los parametros de la coagulacion, entre ellos valores elevados
de fibrinégeno y de dimero D, se han reportado en pacientes con COVID-19 y con
un estado de hipercoagulacion e inflamacion severos lo que incrementa el riesgo

de complicaciones tromboembodlicas (66,67).

La inflamacion ejerce un profundo efecto en el sistema hematopoyético, activando
y movilizando células efectoras, al momento de promover el desarrollo de las
células troncales y progenitoras hematopoyéticas para reconstituir los linajes
agotados (68). Sin embargo, la inflamacién junto con las funciones alteradas de
las células inmunes, son caracteristicas de algunas enfermedades crénicas. Por
ejemplo, la diabetes y la obesidad son condiciones proinflamatorias que agravan
las infecciones, favorecen conteos celulares de sangre anormales y promueven

niveles altos de IL-6, CRP y ferritina en pacientes con COVID-19 (69).

En nuestra cohorte, los pacientes adultos con COVID-19 <65 afios y con un
desenlace desfavorable se caracterizaron por un perfil inflamatorio con
concentraciones séricas mas altas de IL-6, IL-8, TNF-a, MIF y CXCL11 en
comparaciéon con individuos sanos. Diferentes estudios han reportado perfiles de
citocinas inflamatorias con niveles més altos de IL-5, IL-6, IL-8, IL-10 y TNF-a en
grupos severos/criticos 0 en el grupo de decesos en comparacion con el grupo
leve o0 superviviente con COVID-19. Este panorama inflamatorio se ha
denominado “tormenta de citocinas”. Notablemente, los niveles elevados de

citocinas sin coordinacion entre citocinas por dias o semanas de la respuesta
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inflamatoria en pacientes con COVID-19 es diferente de la tradicional tormenta de
citocinas asociada a sepsis o0 células CAR-T. En pacientes con COVID-19, se han
identificado diferentes correlaciones: positivas entre edad e IL-6, IL-8 y TNF-q;
mientras que ninguna asociacion entre IL-6, IL-8, TNF-a e IL-18 con el indice de
masa corporal, cancer activo, asma, enfermedad pulmonar obstructiva crénica,
infeccion por el virus de la inmunodeficiencia humana y apnea del suefio; niveles
altos de IL-1RA, IL-6, CCL2, CXCL1, CXCL9, CXCL10 y EGF en pacientes
severos <60 afos; niveles altos de CXCLS8, IL-10, IL-15, IL-27 y TNF-a en
pacientes >60 afios; niveles mas altos de IL-6 en pacientes masculinos en
comparacion con las pacientes femeninas. Pacientes con insuficiencia renal
cronica, diabetes o HTA presentan niveles significativamente mas altos de TNF-a
e IL-8 (57,70-73). Desafortunadamente, en nuestro estudio no fue posible realizar
comparaciones de los perfiles inflamatorios entre pacientes con condiciones

preexistentes y sin ellas.

El inflamasoma participa en la inmunidad innata en respuesta a diferentes
estimulos asociados con el estrés y dafio. El inflamasoma NLRP3 promueve la
inflamacién via escision y activacion de moléculas inflamatorias clave como
caspasa-1 activa (Casplp20), IL-1B8, e IL-18. La activacion aberrante del
inflamasoma NLRP3 esta implicado en varias condiciones, entre ellas: diabetes,
ateroesclerosis, sindrome metabdlico, sindrome cardiovascular y enfermedades
neurodegenerativas. En un estudio se detectd la expresion del inflamasoma en
células mononucleares de sangre periférica y dentro de muestras de pulmon de
casos fatales con COVID-19, principalmente en los leucocitos. Niveles mas altos
de Casplp20 e IL18 en el suero correlacionaron con IL-6 y LDH (74-76).

Ante infecciones agudas severas el sistema hematopoyético es capaz de
adaptarse rapidamente para controlar patdégenos, este fendmeno es denominado
hematopoyesis de emergencia. A través de este mecanismo, poblaciones
primitivas indiferenciadas pueden responder a sefales agonistas de ligandos de
TLRs y elementos proinflamatorios, las cuales incrementan su proliferacion y se

diferencian hacia células innatas mieloides y linfoides que salen a la circulacion

59



(7). En edades avanzadas y en individuos con obesidad, la hematopoyesis en
steady-state muestra una tendencia de la diferenciacion hacia poblaciones
mieloides. En la medula 0sea, se observa una asociacion positiva entre en el
contenido de adipocitos y la edad, resultando en el incremento de la frecuencia de
células mieloides y la reduccién de células linfoides en adultos de edad avanzada,

reflejdndose esta dinamica en la sangre periférica (77).

Los receptores tipo Toll pueden sensar diferentes componentes del virus SARS-
CoV-2: TLR7 y TLR8 pueden reconocer ssARN, mientras TLR3, receptores
parecidos a RIG y MDA-5 pueden sensar dsARN, y TLR2, TLR4 y TLR6 pueden
sensar la proteina S. La infeccion severa por SARS-COV-2 induce mielopoyesis
de emergencia caracterizada por la movilizacion de células mieloides inmaduras
en sangre periférica con respuesta inmune alterada y con alta expresion de genes
de TLR2 y TLR4, los cuales pueden relacionarse con la capacidad de sensar
SARS-CoV-2. La granulopoyesis y la monopoyesis son inducidas en las
poblaciones hematopoyéticas primitivas bajo la estimulacion de TLR7, TLRS,
TLR2, TLR3y TLR4 (25). TNF-a, IL-1B y M-CSF inducen la diferenciacion mieloide
via subregulacion de Pu.1, mientras que los IFNs estimulan la expresién de Batf2
y Cebpf3, dos factores de transcripcion claves los cuales también promueven la
diferenciaciéon mieloide. IL-6 actua al nivel de los MPP4s, redirigiendo su destino
de linaje linfoide a mieloide (68). La mielopoyesis de emergencia en casos severos
de COVID-19 estd constituida por neutréfilos inmaduros y disfuncionales
(expresan CD64 y PD-L1, perfil asociado a la supresion de células T y exhiben
una respuesta alterada del estallido oxidativo) y monocitos CD14*HLA-DR'"
disfuncionales (expresan altos niveles de MAFB, PLBD1 y CD163, asociados con
funciones antiinflamatorias de macréfagos) (78). La baja expresion de HLA-DR en
los monocitos es considerado como un marcador subrogado de inmunosupresion
en sepsis. Los monocitos con una reduccion en la expresion de HLA-DR y con una
producciéon disminuida de TNF-a posterior a la estimulacion con un ligando de TLR
resulta en una capacidad disminuida de eliminar patégenos durante sepsis (79).
En cuanto a las subpoblaciones de monocitos, en todos los pacientes con COVID-

19 se observa una completa eliminacion de los monocitos no clasicos durante la

60



fase aguda (78). Ademas, los monocitos derivados en COVID-19 severo presentan
una regulacion al alta de transcritos relacionados a las respuestas de TLRs como
CEBPB, IRF1 y FOSL2 lo que sugiere la adquisicion de inmunidad entrenada (80).

La obesidad se caracteriza por un perfil inflamatorio crénico de bajo grado. Se ha
reportado que los monocitos en individuos con obesidad muestran cuentas totales
mas altas y con un perfil proinflamatorio e inmunosupresivo que puede contribuir al
desarrollo de inflamacion de bajo grado y a la susceptibilidad de céncer e
infecciones (81). En los individuos con obesidad se observa un incremento en la
frecuencia de células mieloides supresoras (MDSCs), definidas como
CD33*CD11b*CD14*HLADR""", y una reduccion en la expresion del TCR; de los
linfocitos T en reposo. La cadena ¢ del TCR participa en la iniciacién de la
respuesta inmune mediada por células T y células NK (82). Las células mieloides
supresoras polimorfonucleares (PMN-MDSCs), definidas como Lin"THLA
DR™CD11b*CD33"CD15*CD14", incrementan durante la enfermedad por COVID-
19, acttan suprimiendo la produccion de IFN-y de las células T a través de las vias
TGF-B e INOS, y se asocian con desenlaces fatales. Las PMN-MDSCs
correlacionan con los niveles plasmaticos de IL-1(3, IL-6, IL-8, y TNF-a (83). Por
otro lado, un incremento transitorio en monocitos CD14*HLA-DR"CD11c"CD83"

con una fuerte expresion de IFN se identifican en casos leves de COVID-19 (78).

Diferentes estudios reportaron la disminucion de las subpoblaciones linfocitarias
(células T CD4* y CD8*, células B y células NK) en pacientes con COVID-19,
encontrandose valores aun menores en pacientes con mayor severidad (84). En
casos fatales observaron un fenotipo de agotamiento-inactividad caracterizado por
un incremento en la expresion de TIM3, ICOSy PD1 en células T CD4* y CD8", un
incremento en el numero de células NKT y de la expansion de un subconjunto de
células granulociticas (CD11b*/HLA-DR'°Y/CD147/CD15*/CD66b*) similar a las

células polimorfonucleares de baja densidad (LDPMN) (73).

Las células NK tienen una participacion importante en la inmunidad antitumoral y
antiviral a través de la produccion de perforinas, granzimas, IFN-y, TNF-a, IL-6 y

GM-CSF. Sin embargo, una reduccion en la frecuencia de células NK y de sus

61



capacidades citotéxicas se han identificado en individuos con obesidad (85).
Ademas, la proliferacion y produccion de células NK se reduce con el
envejecimiento, observandose también un cambio en la proporcién de células NK
CD56P™M:CD568RCHT donde una disminucién de la fraccion CD56BRCHT conduce a
una reduccion en la capacidad regulatoria inmune a través de la disminucion de la
produccién de IFN-y, MIP-1la e IL-18. En la infeccion con SARS-CoV-2 se ha
observado ademés de la reduccion en el numero de células NK, un fenotipo de
agotamiento con expresion de NKG2A, LAG3, PDCD1 y HAVCR2 (86).

En cuanto a los basofilos, un estudio encontr6 que estos se encuentran
disminuidos durante la fase aguda en pacientes con COVID-19, y después se
recuperan durante la convalecencia, correlacionando significativamente los niveles
de basdfilos con los titulos de anticuerpos de IgG para SARS-CoV-2 producidos

por las células B (87).

La funcionalidad de las células dendriticas declina con la edad, afectando su
capacidad de migrar, fagocitar antigenos y de presentar antigenos a las células T
CD4* y CD8". Pacientes con COVID-19 presentan niumeros mas bajos de CD1c*
mDC y pDC que donadores sanos durante la fase aguda e incluso 7 meses
después de la infeccion. La disminucion a largo plazo en el numero de DC se
puede explicar por la migracion de estas células a los sitios inflamatorios
provocados por la infeccién persistente por SARS-CoV-2 contribuyendo al COVID-
19 prolongado (88).

En nuestro estudio, demostramos que la infeccion por SARS-CoV-2 en adultos
menores de 65 aflos con un estado proinflamatorio promovido por condiciones
cronicas preexistentes favorecen la hematopoyesis de emergencia mieloide,
fendbmeno observado en nuestros desenlaces fatales con neutréfilos con baja
expresion de CD16 y monocitos con baja expresion de HLA-DR; esto a expensas

del compartimiento de células linfoides como NK, pDCs y cDC2s (Figura 12).
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Figura 12. Perfil para estratificacion de pacientes de mediana edad con COVID-19 con
enfermedades preexistentes. A) Graficos representativos de t-SNEs (t-distributed stochastic
neighborhood embedding) para la exploracibn multidimensional del panorama inmuno-
hematoldgico en pacientes <65 afios, comparativo entre supervivientes sin comorbilidad y
defunciones con comorbilidad. Expresionde CD33 (neutrdéfilos y monocitos), de CD3 (linfocitos), de
CD123 (basdfilos y pDCs), de CD56 (células NK) y de CD11c (cDC2s). B) Perfil de estratificacion
propuesto para la estratificacion de pacientes <65 afios resultado de la combinacién de los datos
clinicos y de citometria de flujo multiparamétricaa los 7 dias de evolucion.
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CONCLUSIONES

La cohorte de estudio representé una muestra 6ptima para explorar como influyen
las condiciones metabdlicas cronicas e inflamatorias en la hematopoyesis de
emergencia durante la presentacion severa de la infeccién por SARS-CoV-2 en los
adultos.

El grupo de adultos entre 21-64 afios es el mas afectado por COVID-19

comprendiendo el 60% y el 55.2% de los casos y defunciones, respectivamente.

En nuestro estudio, el espectro inmuno-hematolégico del paciente incide en la
presentacion y progresion de severidad de la enfermedad por la COVID-19,
haciendo posible la identificacion de perfiles pronostico a los 7 dias de
hospitalizacion combinando datos clinicos, parametros de laboratorio y el

panorama inflamatorio e inmunohematoldgico.

Individuos <65 afios con COVID-19 con un incremento del riesgo de desenlaces
desfavorables presentaron: elevacion en la frecuencia de neutrdfilos, del valor de
NLR, de los niveles de dimero D, proteina C reactiva y lactato deshidrogenasa, en

paralelo con una disminucion en la frecuencia de linfocitos.

Las defunciones en pacientes de mediana edad con COVID-19 presentaron un
perfil inflamatorio con concentraciones séricas mas altas de IL-6, IL-8, TNF-a, MIF

y CXCL11 en comparacion con individuos sanos.

Los pacientes supervivientes a COVID-19 mostraron una linfopoyesis de
emergencia, constituida por células NK y células dendriticas (pDCs y cDC2)
capaces de eliminar al agente patdgeno, al contrario, pacientes con desenlace
fatal desarrollaron una mielopoyesis de emergencia, constituida por neutroéfilos
inmaduros con baja expresion de CD16 y monocitos HLA-DR", incapaces de
resolver la infeccion, fenomeno que se agrava mas en pacientes con

enfermedades metabdlicas preexistentes (Figura 13).

Los pacientes con insuficiencia renal crénica, como Unica o en combinacién con

otras comorbilidades, confiere el mayor riesgo de fatalidad por COVID-19.
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Figura 13. Hematopoyesis estacionaria y de emergencia ante SARS-CoV-2. Hematopoyesis estacionaria en condiciones normales en A)
individuos sanos y en B) individuos con condiciones inflamatorias. La hematopoyesis es un proceso altamente regulado que da lugar a todas las
estirpes celulares inmuno-hematoldgicas a partir de la diferenciacion de células troncales hematopoyéticas. Estas (ltimas, son capaces de
detectar y responder a sefiales de estrés a través de mecanismos directos e indirectos y redirigir el compromiso de linaje a demanda. En
condiciones inflamatorias, como en enfermedades metabdlicas crénicas y durante el envejecimiento, se observa un incremento en las poblaciones
del linaje mieloide a expensas del linaje linfoide. En pacientes con COVID-19, se observé que C) los pacientes supervivientes muestran una
linfopoyesis de emergencia, constituida por células NK y células dendriticas (pDCs y cDC2) capaces de eliminar al agente patégeno, al contrario,
D) pacientes con desenlace fatal muestran una mielopoyesis de emergencia, constituida por neutréfilos inmaduros y monocitos HLA-DR'".
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Anexo 1. Carta de consentimiento informado para participacion en el
estudio.

INSTITUTO MEXICAND DEL SEGUROD S0OCIAL
- UNIDAD DE EDUACION, INNESTIGACION ¥ POLITICAS DE SALUD
@ COORDMMACION DE INWESTIGACION EN S&ALUD
Carta de consentimlente Informado para partlclpaclian en profocolos de

Inwesat clan
{adultes)

Mombre del estudio: “LA HEMATOPOYESIS DE EMERGENCIA EN LA RESOLUCION
TEMPRANA DE COVID-18 ¥ EL ESTABLECIMIENTO DE INMUNIDAD COLECTIVA™

Lugar y Fecha: Hospital General de Zona No. 3, IMS5, Metepec, Pusbla, a el
mes, del afo

Humero de registro Institucional: _R-2020-785-134.

Propésito del estudio: 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-18, generada por el
virus SARS-CoVW2 (Coronavirus). Muestro objetivo es medir la cantidad de células madre y
progenitoras capaces deproduci las células de la sangre encargadas de combatir la infeccion por
coronavirus yrecuperar la salud de forma rapida. También seran analzados algunos elementos
inflamatorios y anticuerpos que ayudan a defendemos, para conocer el comportamientode |a
enfermedad y poder ayudar al medico en la eleccion del mejor tratamisntao.

&l igual que usted, otras personas Mas serdn mvitadas a participar. Su participacion en este estudic
es completamente voluntaria. Por favor lea la informacion gue le proporcionamaos, v haga las
preguntas que deses antes de decidir si desea o no participar.

Procedimientos. Siusted acepta participar ccumira ko siguiente:

Le pediremos gue nos permita fomarle de su brazo dos muestras de sangre en diferentes
momentas: una al inicio de su evaluacion y ofra, cualro semanas después del diagnostico. La
cantidad de sangre que le tomaremos equivale a res cucharadas soperas. Tambien requerimos
que nos dé autorizacsdn para consultar con su medico algunos datos de su expedients clinico que
nos permitan saber detalles clinicos del proceso infecciosa.

Ce cada una las muestras de sangre obtendremos sus ceélulas yio & suero y los analizaremaos.

Posibles riesgos y molestias: Existe |a posibilidad de que se geners dobor o moreton en el brazo
donds entra la aguja para tomar la sangre. La informacion obtenida de su expediente dinico sera
tomada bajo absoluta reserva y no se manipularan sus datos personales ¥a que No Son Necesanos
para el analisis.

Disponibilidad de tratamiento médico: Usted recibira 2 tratamiento adecuado para resolver la
infeccion de COVID-18, en el remoto caso de presentarse complicaciones asociadas a su
participacion en &l presente estudio, el IMSS otorgara v cubrira todas las atenciones requeridas.

Posibles beneficios que recibira al participar en el estudio: Auwngue directaments no obtendra
ningln beneficio de bos datos obtenidos, estos permitiran comprender la capacidad del sistema de
defensas del organismo durante la infeccion COVID-12.
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Participacion o retiro: Su participacion en este estudio es completaments voluntaria. 51 usted
decide no participar, seguira recibiendo la atencion medica brindada por &l IMSS, se le ofreceran
los procedimientos establecidos dentro de los senvicios de atencion medica del IMSS. Es decir, que,
si usted no desea participar en & estudio, su decision no afectara su relacion con el IMSS y su
derecho a obtener los senvicios de salud u otros semnvicios que recibe del IMES. 5i en un principio
desea participar y posteriormente cambia de opinion, 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 derechohabiente del IMS5. Para kos fines de esta mue*stlgacu:-n
solo utilizaremos ka 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. Tambign
queremos solichtar a traves de este documento de autorizacion, que nos autorice a guardar las
miuesiras que obtenemos al momento de tomar su sangre para poder realizar en wn future los
analisis complementanios a los que hoy estamos proponiendo. Lo anterior preservando la privacidad
y confidencialidad.

Privacidad y confidencialidad: La informacion que obtengamos de su expediente dinico sera
guardada de manera confidencial, para garantizar su privacidad. Cuando los resukados de esie
estudio sean publicados o presentados en conferencias no se dara informacion que pudiera revelar
su identidad. Su identidad sera protegida v ocultada. Fara proteger su identidad e asignaremos un
numers que utilizaremos para identificar sus datos, y usaremos ese numers en lugar de su nombre
en nuesiras bases de datos.

Personal de contacto para dudas y aclaraciones sobre el estudio: ‘5 tiene preguntas o guers
hablar con alguien sobre este estudio de investigacion puede comunicarse de 3:00 a 14:00 horas, de
lunes a viemes con &l Dr. Jorge Bayran Flores. Matricula 22321342 o con la Dra. Karla Victoria Gutiemez
de Anda, guienes son investigadores colaboradores v responsables ante el hospital, o bien con la Dra.
Fosana Pelayo, quien es responsable del provecto, 3l teléfono 01 (244) £44 1173

Personal de contacto para dudas sobre sus derechos como participante en un estudio de
investigacion.

5i usted tiene dudas o preguntas sobre sus derechos al participar en un estudio de investigacion,
pusde comunicarse con los responsables de la Comision de Etica en Investigacion del IMSS, a los
Tel. 58276000 edension 21230, de 0 a 16200 horas; o si asi ko prefiere al comeo electronico:
comitesticainy.imssd@gmsal com.

La Comision de Etica se encuentra ubicada en el Edificio del Blogue B, Unidad de Congresos piso
4, Centro Medico Nacional Sigho XX, Av. Cuauhtemoc 330 Colonia Doctores, C.P. 06725, Ciuedad
de Mexico.
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Declaracion de consentimiento informado.

Se me ha explicado con claridad en qué consiste este estudio, ademas he keido (o alguien me ha
leido), &l contenido de este formato de consentimients. Se me ha dado la oportunidad de hacer
preguntas y todas han sido contestadas a mi satisfaccion. Se me ha dado una copia de este formato.
Al femar este formato estoy de acusrdo en participar en la fwestigacion gue aqui se describe.

Mombre del Participante o representante l=gal Teléfono

Firma del Participante o representante legal Fecha

Le he explicado & estudio de investigacion al paricipante y he contestado todas sus
preguntas. Considero que comprendic la informacién descrita en este documento y
libremente da su consentimients a participar en este estudio de investigacion.

Mombre vy matricula IMSS del encargade de obtener & consentimients  Teléfono

Firma del encargado de obiener el consentimiento Fecha

Mi firrma come testgo certifica que ella participante firmd este formate de consentimiento
informade en mi presencia. de manera weluntana.

Momibre, fima y relacion con el pacients del testigo 1 Fecha Tel&fono

Momkre, firma y relacitn con el pacients deltestigo 2 Fecha Teléfono
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Anexo 2. Instrumento de recoleccioén.
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Anexo 3. Frecuencia, tasa de letalidad (CFR) y riesgo relativo de muerte
(RRq) por COVID-19 en la cohorte por género, rango de edad, niumero y tipo
de comorbilidades.

Género
Masculino 158 (64.49) | 61 (70.11) 38.61 1.29 [0.90- 1.90] 0.21
Femenino 87 (35.51) 26 (29.89) 29.89 0.77 [0.53 - 1.11] 0.21
Total 245 (100) 87 (100) 35.51 - -
Rango de edad (afios)
20-29 14 (4.60) 4 (5.71) 28.57 1.43[0.45 - 4.49] 0.69
30-39 20 (4.60) 4 (8.16) 20.00 1.00[0.31 - 3.25] >0.99
40-49 32 (9.20) 8 (13.06) 25.00 1.25 [0.47 - 3.58] 0.75
50-59 66 (28.74) 25 (26.94) 37.88 1.89 [0.84 - 4.90] 0.18
60-69 47 (20.69) 18 (19.18) 38.30 1.92[0.82 - 5.03] 0.17
70-79 44 (17.24) 15 (17.96) 34.09 1.71[0.71 - 4.54] 0.38
80-89 18 (12.64) 11 (7.35) 61.11 3.06 [1.28 — 8.00] 0.02 *
90-99 4 (2.30) 2 (1.63) 50.00 2.50 [0.61 - 7.88] 0.25
Total 245 (100) 87 (100) 35.51 - -
Numero de comorbilidades
0 62 (25.31) 19 (21.84) 30.65 1.00 [ 0.59 — 1.69] >0.99
1 66 (26.94) 27 (31.03) 40.91 1.34[0.84 — 2.16] 0.27
2 53 (21.63) 17 (19.54) 32.08 1.05 [0.61 — 1.79] >0.99
3 37 (15.10) 12 (13.79) 32.43 1.06 [0.58 — 1.88] >0.99
4-7 27 (11.02) 12 (13.79) 44.44 1.45 [0.81 — 2.49] 0.23
Total 245 (100) 87 (100) 35.51 R -
Una comorbilidad
Sin 62 19 30.65 1.00 [0.59 — 1.69] >0.99
comorbilidad
HTA 22 (33.33) 9 (33.33) 40.91 1.34[0.69 — 2.40] 0.43
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Diabetes 12 (18.18) 5 (18.52) 41.67 1.36 [0.59 — 2.64] 0.51
Obesidad 18 (27.27) 8 (29.63) 44.44 1.45[0.73 — 2.61] 0.40
IRC 2 (3.03) 2 (7.41) 100.00 3.26 [1.07 — 4.75] 0.10
Fumador 3 (4.55) 1 (3.70) 33.33 1.09 [0.20 — 3.01] >0.99
Otra 9 (13.64) 2 (7.41) 22.22 0.73 [0.20-2.00] 0.72
Total 66 (100)~ 27 (100)~ 40.91~ - -
Combinaciéon de 2 o 3 comorbilidades
HTA + 21 (51.22) 7 (53.85) 33.33 1.09 [0.52 — 2.09] 0.79
Diabetes
HTA + 2 (4.88) 1(7.69) 50.00 1.63[0.30 — 3.62] 0.53
Obesidad
HTA + IRC 6 (14.63) 3 (23.08) 50.00 1.63[0.58 — 3.21] 0.38
Diabetes + 3(7.32) 0 (0.00) 0.00 0.00 [0.00 — 1.98] 0.55
Obesidad
Diabetes + 1(2.44) 1(7.69) 100.00 3.26 [0.66 — 9.49] 0.32
IRC
HTA + 8 (19.51) 1 (7.69) 12.50 0.41[0.07 — 1.67] 0.42
Diabetes +
Obesidad
Total 41 (100) 13 (100) 31.71 - -
21-64 anos
Sin a7 15 31.91 1.00 (0.56 — 1.80) » >0.99
comorbilidad
HTA 9 2 22.22 0.70(0.19-1.97) " 0.71
Diabetes 7 3 42.86 1.34 (0.46 — 2.89) » 0.67
Obesidad 17 8 47.06 1.48 (0.73-2.72) » 0.38
IRC 2 2 100 3.13(1.02 — 19.03) ~ 0.12
Fumador 3 1 33.33 1.04 (0.19 — 2.99) » >0.99
HTA + 6 0 0 0(0-1.30)" 0.17
Diabetes
HTA + 2 1 50.00 157 (0.29 -3.62) " >0.99
Obesidad
HTA+ IRC 3 1 33.33 1.04 (0.19 —2.99) » >0.99
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Diabetes + 2 0 0(0-2.30) " >0.99
Obesidad
HTA + 3 33.33 1.04 (0.19 — 2.99) ~ >0.99
Diabetes +
Obesidad
IRC + HTA + 2 0 0(0-2.30)~ 0.99
Diabetes +
Complicacién
de diabetes
65-94 anos
Sin 15 26.67 1.00 (0.32-3.13) " >0.99
comorbilidad
HTA 13 53.85 2.02 (0.80 -5.43)» 0.25
Diabetes 5 40.00 1.50 (0.37 -4.97)" 0.61
Obesidad 1 0 0(0-4.63)" >0.99
IRC 0 - - -
Fumador 0 - - -
HTA + 13 38.46 1.44 (0.51-4.18) " 0.69
Diabetes
HTA + 0 - - -
Obesidad
HTA+ IRC 2 100 3.75(1.06 — 17.36) © 0.11
Diabetes + 1 0 0(0-4.63) " >0.99
Obesidad
HTA + 5 0 0(0-258)~ 0.54
Diabetes +
Obesidad
IRC + HTA + 2 100 3.75(1.06 — 17.36) » 0.11
Diabetes +
Complicacion
de diabetes

CFR, la tasa de letalidad fue calculada como el porcentaje de casos que fallecié en el mismo

grupo.

RRa4e IC, El riesgo relativo de muerte y el intervalo de confianza fueron calculados por género entre
grupo masculino vs grupo femenino; por rango de edad donde cada rango de edad fue comparado
vs el grupo de 30-39 afios (ya que fue el que presentd menor CFR); por el nimero y tipo de
comorbilidades entre el grupo con comorbilidades y el grupo sin comorbilidades, "RRd fueron
calculados por grupo con comorbilidades vs grupo sin comorbilidades en el mismo grupo de edad.

~ El total de casos y defunciones fue calculado en el grupo con una comorbilidad. * p<0.05.
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Anexo 4. Tasa de letalidad (CFR) y riesgo relativo de muerte (RRy) por COVID-19 en la cohorte
por presencia de enfermedades metabdlicas preexistentes y perfiles hematolégicos de mal
prondstico.

Admisién Neutro6filos 275%

Sin 38 14 36.84 1.00 (0.56 — 1.80) *# >0.99
comorbilidad
HTA 13 4 30.77 0.84 (0.32 - 1.86) * 0.75
Diabetes 7 3 42.86 1.16 (0.40 - 2.51) *# >0.99
Obesidad 15 7 46.67 1.27 (0.61 -2.39) # 0.55
IRC 2 2 100 2.71(0.88 —8.23) # 0.15
Fumador 1 1 100 2.71 (0.54 — 32.93) # 0.38
HTA+ Diabetes 15 4 26.67 0.72 (0.27 — 1.66) * 0.54
HTA + Obesidad 2 1 50 1.36 (0.25-3.14) # >0.99
HTA + IRC 4 2 50 1.36 (0.39 —2.92) # 0.63
Diabetes + 2 0 0 0(0-1.99) # 0.53
Obesidad
HTA + Diabetes 0 0 - - -
+ Obesidad
IRC + HTA + 4 2 50 1.36 (0.39 —2.92) # 0.63
Diabetes +
Complicacién de
diabetes

Admisién- Linfocitos <17%

Sin 38 14 36.84 1.00 (0.56 — 1.80) * >0.99
comorbilidad
HTA 13 4 30.77 0.84 (0.32-1.86) # 0.75
Diabetes 7 3 42.86 1.16 (0.40 — 2.51) * >0.99
Obesidad 16 8 50 1.36 (0.68 — 2.49) # 0.38
IRC 2 2 100 2.71(0.88—-8.23) * 0.15
Fumador 2 1 50 1.36 (0.25-3.14) # >0.99
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HTA+ Diabetes 0 0 - - -
HTA + Obesidad 2 1 50 1.36 (0.25-3.14) # >0.99
HTA + IRC 4 2 50 1.36 (0.39-2.92) # 0.63
Diabetes + 2 0 0 0(0-1.99) # 0.53
Obesidad
HTA + Diabetes 0 0 - - -
+ Obesidad
IRC + HTA+ 4 2 50 1.36 (0.39-2.92) # 0.63
Diabetes +
Complicacién de
diabetes
Admisién- NLR 23
Sin 43 16 37.21 1.00 (0.58 -1.73) *# >0.99
comorbilidad
HTA 15 5 33.33 0.90 (0.38 - 1.85) # >0.99
Diabetes 9 3 33.33 0.90 (0.31 - 2.03) # >0.99
Obesidad 16 8 50 1.34 (0.68 —2.41) * 0.39
IRC 2 2 100 2.69 (0.88 — 15.85) # 0.15
Fumador 2 1 50 1.34(0.25-3.03) * >0.99
HTA + Diabetes 16 5 31.25 0.84 (0.35-1.75) # 0.77
HTA + Obesidad 2 1 50 1.34(0.25-3.03) * >0.99
HTA+ IRC 5 3 60 1.61(0.58-3.02)# 0.37
Diabetes + 3 0 0 0(0-1.64)# 0.54
Obesidad
HTA + Diabetes 0 0 - - -
+ Obesidad
IRC+ HTA + 4 2 50 1.34 (0.39 — 2.82) # 0.63
Diabetes +
Complicacién de
diabetes
Admision- Dimero D 2500 ng/mL
Sin 14 5 35.71 1.00 (0.38 —2.66) * >0.99
comorbilidad
HTA 1 0 0 0(0-3.16) # >0.99
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Diabetes 3 3 100 2.80 (1.04 -5.30) # 0.08
Obesidad 6 4 66.67 1.87 (0.70 — 4.55) # 0.34
IRC 2 2 100 2.80 (0.84 — 5.65) # 0.18
Fumador 2 1 50 1.40(0.24 -4.31)* >0.99
HTA + Diabetes 6 0 0 0(0-1.28)* 0.26
HTA + Obesidad 1 1 100 2.80 (0.53-11.31)* 0.40
HTA+ IRC 4 2 50 1.40 (0.37 - 3.95) # >0.99
Diabetes + 2 0 0 0(0-2.44)# >0.99
Obesidad
HTA + Diabetes 0 0 - - -
+ Obesidad
IRC+ HTA + 1 1 100 2.80 (0.563-11.31)* 0.40
Diabetes +
Complicacioén de
diabetes
Admision- CRP 25 mg/L
Sin 31 9 29.03 1.00 (0.46 —2.15) *# >0.99
comorbilidad
HTA 10 2 20 0.69 (0.18 - 2.17) # 0.70
Diabetes 10 4 40 1.38(0.51-3.21)* 0.70
Obesidad 17 8 47.06 1.62 (0.76 — 3.36) * 0.23
IRC 2 2 100 3.44 (1.08 - 5.97) # 0.10
Fumador 2 1 50 1.72 (0.31 - 4.49) # 0.52
HTA + Diabetes 13 4 30.77 1.06 (0.39 —2.59) # >0.99
HTA + Obesidad 1 1 100 3.44 (0.67 — 23.89) # 0.31
HTA+ IRC 5 3 60 2.07 (0.71 — 4.47) # 0.31
Diabetes + 1 0 0 0(0-341)# >0.99
Obesidad
HTA + Diabetes 0 0 - - -
+ Obesidad
IRC+ HTA + 4 2 50 1.72 (0.47 - 4.15) # 0.57
Diabetes +
Complicacién de
diabetes
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Admisién- LDH 2240 U/L

Sin 38 16 42.11 1.00 (0.59 - 1.70) *# >0.99
comorbilidad
HTA 14 4 28.57 0.68 (0.26 — 1.50) # 0.52
Diabetes 8 3 37.50 0.89 (0.31—1.94) # >0.99
Obesidad 16 8 50 1.19 (0.61 - 2.11) # 0.77
IRC 2 2 100 2.38 (0.78 — 54.95) # 0.20
Fumador 2 1 50 1.19 (0.22 — 2.65) # >0.99
HTA + Diabetes 15 4 26.67 0.63 (0.24 —1.41) # 0.36
HTA + Obesidad 2 1 50 1.19(0.22 -2.65) * >0.99
HTA+ IRC 4 2 50 1.19 (0.34 — 2.47) *# >0.99
Diabetes + 3 0 0 0(0-1.44)# 0.27
Obesidad
HTA + Diabetes 0 0 - - -
+ Obesidad
IRC+ HTA + 4 2 50 1.19 (0.34 - 2.47) *# >0.99
Diabetes +
Complicacién de
diabetes

7 d- Neutrofilos 275%

Sin 24 5 20.83 1.00 (0.35 - 2.89) * >0.99
comorbilidad
HTA 8 4 50 2.40 (0.82-6.41) * 0.18
Diabetes 2 1 50 2.40(0.41-7.62)* 0.42
Obesidad 4 2 50 2.40 (0.61-6.98) # 0.25
Fumador 1 0 0 0(0-5.59) # >0.99

7 d- Linfocitos <17%

Sin 24 5 20.83 1.00 (0.35 - 2.89) # >0.99
comorbilidad
HTA 8 4 50 2.40 (0.82-6.41) * 0.18
Diabetes 1 0 0 0(0-5.59) # >0.99
Obesidad 4 2 50 2.40 (0.61-6.98) # 0.25
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Fumador 1 0 0 0(0-5.59) # >0.99

7 d- NLR 23
Sin 25 5 20 1.00 (0.34 — 2.90) # >0.99
comorbilidad
HTA 8 4 50 2.50 (0.85-6.68) # 0.17
Diabetes 2 1 50 2.50 (0.42 — 7.95) # 0.40
Obesidad 4 2 50 2.50 (0.63—-7.28) *# 0.24
Fumador 1 0 0 0(0-5.84)# >0.99

7 d- Dimero D 2500 ng/mL

Sin 11 2 18.18 1(0.2-5.0)* >0.99
comorbilidad
HTA 6 3 50 2.75(0.68 —11.24) # 0.28
Diabetes 0 0 - - -
Obesidad 2 2 100 5.50 (1.29 — 11.95) # 0.08
Fumador 0 0 - - -

7 d- CRP 25 mg/L

Sin 22 4 18.18 1 (0.30—3.29) # >0.99
comorbilidad
HTA 4 2 50 2.75(0.67 —8.70) # 0.22
Diabetes 2 1 50 2.75(0.45-9.53) # 0.38
Obesidad 2 2 100 5.50 (1.51 - 26.27) # 0.05 *
Fumador 1 0 0 0(0-6.91)# >0.99

7 d- LDH 2240 U/L

Sin 22 5 22.73 1.00 (0.35-2.86) * >0.99
comorbilidad
HTA 7 4 57.14 2.51 (0.88 - 6.51) # 0.16
Diabetes 1 1 100 4.40 (0.81 — 19.02) # 0.26
Obesidad 3 1 33.33 1.47 (0.24 — 5.51) # >0.99
Fumador 1 0 0 0(0-5.11)# >0.99

CFR, la tasa de letalidad fue calculada como el porcentaje de casos que fallecié en el mismo grupo *RRq4 fueron calculados
en los pacientes que presentaban los niveles anormales de los pardmetros de laboratorios indicados entre casos con la
comorbilidad o combinacién de comorbilidades vs casos sin comorbilidad, tanto a la admisiéon y 7 dias. * p <0.05.
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Anexo 5. Subpoblaciones de monocitos
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Comparacion de las frecuencias celulares de las diferentes subpoblaciones de monaocitos entre A)
individuos sanos y pacientes adultos <65 afios, y B) entre individuos sanos y pacientes adultos <65
afos, supervivientes sin comorbilidades y defunciones con comorbilidades, a la admisién, 7 dias y
en la convalecencia.
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