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RESUMEN

El 11 de marzo 2020 por la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) declar¢ estado de
Pandemia por la COVID 19. Varios estudios sugieren que los nifios infectados con el
coronavirus de tipo 2 causante del sindrome respiratorio agudo severo (SARS-CoV-2)
significativamente son menos afectados, y cuando desarrollan sintomas, rara vez progresan
hasta enfermedad severa, por lo que, se han propuesto diferentes teorias inmunologicas que
explican este comportamiento. En Venezuela, para septiembre 2020 se reportd un total de
72.691 casos positivos confirmados, de los cuales 9.658 eran casos activos y de estos 16%
correspondian a menores de 19 afios, superior a los datos registrados en otras regiones. El
presente estudio prospectivo de corte transversal, buscé relacionar el perfil inmunoldgico con
la expresion clinica de pacientes pediatricos con infeccion por SARS-CoV-2 ingresados en el
Hospital de nifios J.M. de los Rios 2021-2022. Mediante la técnica de citometria de flujo y el
inmunoabsorcion ligado a enzima (ELISA) se determinaron las diferentes subpoblaciones
linfocitarias, concentraciones de interferon gamma (IFNy), interleucina 6 (IL-6) e interleucina
10 (IL-10). La muestra estuvo conformada por 72 pacientes, con edades comprendidas entre 1
mes y 18 afios, con curso leve de enfermedad 52,8 %, los sintomas principales referidos fueron
fiebre, tos y diarrea. Se encontrd una correlacion entre subpoblaciones de linfocitos TCD4+,
TCDS8+, linfocitos B, NK, NKT, IL-6 ¢ IL-10 de acuerdo al grupo etario, estado nutricional, uso
de esteroides y severidad clinica.

Palabras clave: pacientes pediatricos, COVID-19, perfil inmunoloégico, clinica.



INFECTION BY SARS-COV2 IN PEDIATRIC PATIENTS: IMMUNE PROFILE AND
ITS CLINICAL CORRELATION

SUMMARY

On March 11, 2020, the World Health Organization (WHO) declared a pandemic status
for COVID 19. Several studies suggest that children infected with the type 2 coronavirus causing
severe acute respiratory syndrome (SARS-CoV-2) are significantly less affected, and when they
develop symptoms, they rarely progress to severe disease, so different immunological theories
have been proposed to explain this behavior. In Venezuela, by September 2020, a total of 72,691
confirmed positive cases were reported, of which 9,658 were active cases and 16% of these
corresponded to children under 19 years of age, higher than the data recorded in other regions.
The present prospective cross-sectional study sought to relate the immunological profile with
the clinical expression of pediatric patients with SARS-CoV-2 infection admitted to the J.M. de
los Rios Children's Hospital 2021-2022. The different lymphocyte subpopulations, interferon
gamma (IFNy), interleukin 6 (IL-6) and interleukin 10 (IL-10) concentrations were determined
by flow cytometry and enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA). The sample consisted of
72 patients, aged between 1 month and 18 years, with mild course of disease 52.8%, the main
symptoms reported were fever, cough and diarrhea. A correlation was found between
subpopulations of TCD4+, TCD8+, B lymphocytes, NK, NKT, IL-10 and IL-6 according to age
group, nutritional status, steroid use and clinical severity.

Key words: pediatric patients, COVID-19, immunological profile, clinical.



INTRODUCCION

El brote de la enfermedad COVID-19, surgié en la poblacion de Wuhan China en
diciembre 2019 extendiéndose con rapidez a Europa en primera instancia y luego a
Latinoamérica, siendo decretado el 11 de marzo 2020 por la Organizacion Mundial de la Salud
(OMS) estado de Pandemia. El término COVID-19 se utiliza para la enfermedad clinica causada
por el Sindrome Respiratorio Agudo Severo Coronavirus 2 (SARS-CoV-2). Los coronavirus
humanos que circulan comunmente se pueden aislar en el 4-8 % de todos los nifios con
infecciones agudas del tracto respiratorio, tienden a ser leves, a menos que el nifio este
inmunocomprometido; éste nuevo virus SARS-CoV-2 comparte caracteristicas y respuesta

inmune similar a otros coronavirus.?

Los nifios se ven afectados con menor frecuencia por el SARS-CoV-2; en los Centros
Chinos para el Control y la Prevencion de Enfermedades informaron que, de los 72.314 casos
notificados hasta el 11 de febrero de 2020, solo el 2 % se presentaron en individuos menores de
19 afos; esto fue corroborado el 20 de marzo por el Centro Coreano para el Control y la
Prevencion de Enfermedades el cual informé que el 6,3 % de todos los casos de COVID-19
correspondian a nifios menores de 19 afios; los cudles tenian una forma leve de la enfermedad.
Varias de las explicaciones iniciales que se plantearon con relacion a la baja incidencia de la
COVID-19 en nifios fue que estos, estaban menos expuestos al virus, eran asintomaticos o tenian
sintomas leves similares a los de un resfriado comun; razén por la cual tenian menos
indicaciones para realizar la prueba de reaccion de cadena de polimerasa (PCR). De acuerdo a
estudios recientes, la poblacion pediatrica cursa con la COVID-19 a menudo asintomatica o
menos grave que los adultos, pero con igual posibilidad de contagio a través de gotitas
respiratorias, principalmente contacto con familiares adultos. La exposicion prolongada en altas
concentraciones de aerosoles puede facilitar la transmision, siendo mas propensos a desarrollar

sintomas gastrointestinales. >3

En la poblacion pedidtrica hay coinfecciones con otros virus como el Adenovirus,
Bocavirus, Rinovirus, Virus Sincitial Respiratorio, Influenza o Parainfluenza, parece existir un
patrén ciclico con brotes estacionales entre diciembre y mayo o de marzo a noviembre en el
hemisferio sur, lo cual podria condicionar una mejor respuesta inmune y sintomas leves ante el

SARS-CoV-2. No estd claro por qué la COVID-19 en nifios se asocia con un curso de



enfermedad menos grave, se desconoce el patron de expresion tisular del receptor de la enzima
convertidora de angiotensina (ECA2) via de entrada para el virus SARS-CoV-2 a la célula diana
o blanco, el cual se encuentra presente en diferentes tejidos como el miocardio, el rifidn, las
vias respiratorias y a nivel del endotelio vascular. La union del virus a la ECA2 desencadena un
cambio conformacional en la proteina S del coronavirus, permitiendo la degradacion proteolitica
por las serina-proteasas TMPRSS2, exponiendo una subunidad de la proteina S que permite su
fusion a la membrana celular y facilita el ingreso del virus en el interior de la célula huésped. )

El objetivo principal de SARS-CoV-2 es el tracto respiratorio y las infecciones
respiratorias son frecuentes en los primeros afios de vida, estas infecciones conllevan a la
generacion de las subpoblaciones de linfocitos T y B de memoria que prevendra la reinfeccion
o el desarrollo de la enfermedad severa. Dicha caracteristica inmunoldgica de los nifios, podria
basarse en varios factores. En primer lugar, en las primeras fases de la infeccion, la produccion
de anticuerpos naturales, en su mayoria de isotipo IgM, generados independientemente de
encuentros previos con antigenos, tienen una amplia reactividad y una afinidad variable. En los
nifios, los linfocitos B1 derivadas del feto contribuyen a dicha produccién de anticuerpos
naturales en ausencia de estimulacion antigénica durante los primeros dias de la infeccion viral,
¢éstos y los linfocitos B de memoria son mas abundantes que en el adulto, y son altamente
adaptables a nuevos antigenos. Lo cual sugiere, que una respuesta policlonal temprana del
linfocito B, con produccién de anticuerpos con distintas especificidades, constituye una ventaja
que reduce el dafio a tejido y favorece la supervivencia del nifio para combatir patdgenos
desconocidos o conocidos, a diferencia del adulto cuya respuesta de anticuerpos naturales dada
reduccion de los linfocitos B1 y linfocitos B de memoria, limitan la capacidad de adaptarse. En
segundo lugar, la etiologia viral suele ser la mas comunmente implicada en las infecciones
respiratorias del niflo, estos virus podrian estar presentes en el tracto respiratorio concomitante
con el coronavirus, lo que puede limitar su replicacion y la cantidad de copias de ARN viral,

contribuyendo a la respuesta inmunitaria innata mas eficiente. %

En los tultimos meses se han publicado una serie de estudios para establecer
susceptibilidad de la poblacion pediatrica a infecciéon por SARS-CoV-2 segin su respuesta
inmune, planteandose diferentes hipdtesis que explicarian los motivos por los que la mayoria de
los casos confirmados de la COVID-19 en nifios son leves o moderados, siendo muy poco

frecuente la evolucion a grave; en primer lugar la teoria de menor grado de expresion y funcion



de la ECA2, lo cual se traduce en un papel protector frente a la lesion pulmonar y en una mayor
capacidad regenerativa del epitelio alveolar de los nifios contribuyendo a una recuperacion
precoz. Otra de las teorias es que los nifios frente a un estimulo infeccioso presentan mejor
respuesta innata que los adultos, la inmunidad innata frente al SARS-CoV-2, al ser un virus
ARN de cadena tinica (ARNSss), esta mediada por sensores citosolicos tipo gen inducible del
acido retinoico (RIG1) y endosomales tipo Toll (TLR3) induciendo una respuesta antiviral
robusta mediante la produccion de interferébn de tipo I y posiblemente tipo III en las
mucosas, que como primera linea de defensa del organismo podria explicar el menor riesgo que
tienen los nifos a desarrollar formas graves de la enfermedad, lo cual hace que la inmunidad
innata juegue un papel clave en la proteccion contra el SARS-CoV-2. Por otro lado, se ha
establecido la posibilidad de reactividad cruzada con otros coronavirus, responsables hasta del
10 % de las infecciones respiratorias en nifos; finalmente una mejor regulacion del sistema
inmune que no genere una inflamacion exagerada, asi como, la capacidad regenerativa
inmunomediada que podrian tener como resultado el desarrollo de sintomatologia leve en los

nifios.®

Todos los factores que han sido investigados para explicar la menor incidencia y
gravedad de infeccion por SARS-CoV-2 en los nifios, no descarta la presencia de patologias de
base o estado nutricional, factores que pueden aumentar el riesgo de desarrollar complicaciones.
Los casos de nifios, nifias y adolescentes con diagndstico positivo para la COVID-19
representaron el 18,55 % del total de casos del nuevo coronavirus confirmados en Venezuela
para el 28 de mayo 2020, los primeros casos fueron reportados en el Estado Falcon y Guaérico,
dichas estadisticas fueron publicadas a través de medios locales no oficiales. Siendo elevado el
porcentaje de jovenes infectados en comparacion con otras poblaciones como China o
Colombia. De acuerdo a cifras oficiales, para la tercera semana del mes de septiembre de 2020
se reportaron 1.585 casos positivos para SARS-CoV-2 en pacientes menores de 19 afios, lo cual
constituia el 2.5 % del total de casos confirmados; dicho porcentaje sufri6 fluctuaciones, con
tendencia al aumento en los subsiguientes meses de la pandemia por la COVID-19. Posterior al
surgimiento de variantes y subvariantes del virus ancestral de Wuhan, con una mayor capacidad
de contagio y complicaciones en la edad pediatrica; se reportd, segin datos oficiales para finales

de enero 2021 un total de 126.323 casos positivos, y para enero 2022 la cantidad de 484.021



casos positivos; representando para octubre 2022 los nifios menores de 19 afios un 18 % del
total de casos confirmados.

Entre los hospitales especializados en el Distrito Capital asignados desde el afio 2020
para el manejo de pacientes pediatricos con infeccion por SARS-CoV-2, se destaco el Hospital
de niflos Dr. José Manuel de los Rios, ubicado en la parroquia San Bernardino, municipio
libertador, el cual constituye un centro de referencia nacional, con una larga historia y trayectoria
académica en el establecimiento de la pediatria como especialidad médica en Venezuela; el
mismo desempefia un papel asistencial especializado dirigido a la poblacion pediatrica
venezolana, reconocido por el manejo de pacientes con patologias crdonicas (cardiopatias,
nefropatias, enfermedades metabolicas, autoinmunidad); siendo habilitado para la evaluacion,
diagndstico, hospitalizacion, tratamiento y seguimiento de los nifios con la COVID-19, segun
las estrategias para la atencion de pacientes establecida por la directiva, comision de infecciones
y los profesionales de salud que alli laboran; manteniendo el manejo de otras enfermedades en
la poblacion pediatrica que acude a dicha institucion.

Considerando la necesidad de evaluar el comportamiento de la poblacion pediatrica
venezolana frente a la COVID-19; asi como, la repercusion del estado nutricional o patologias
asociadas en la respuesta inmune frente al SARS-CoV-2, se establecid en este estudio evaluar
los pacientes ingresados en el area COVID-19 del Hospital de nifios J.M de los Rios, y

determinar el perfil inmunologico frente a la infeccion por SARS-CoV-2.

Planteamiento del problema

El nuevo coronavirus (SARS-CoV-2) ha sido responsable en la region de las Americas
de un total de 181.592.278 casos y mas de 2.800.000 muertes para noviembre 2022; dichas cifras
incluyen tanto adultos como nifios y son actualizadas diariamente por la OMS. Los datos sobre
las caracteristicas epidemioldgicas, clinicas y perfil inmunolégico de los nifios infectados son
limitados. Se ha demostrado que el SARS-CoV-2 causa enfermedad a través de un mecanismo
analogo al SARS-CoV, con dafio potencial a 6rganos vitales como pulmon, corazoén, higado y
rifidn; la infeccion plantea un riesgo considerable para los pacientes por la alta prevalencia de
neumonia. Con los primeros casos de adultos informados en diciembre de 2019 en Wuhan,
China, curiosamente el nimero total de casos pediatricos sintomaticos era menor que los casos

de adultos, lo que sugiere un efecto protector de la edad. Los informes chinos indicaron que los



nifios estaban significativamente menos afectados por la COVID-19, y cuando los nifios
desarrollan sintomas, rara vez presentaban enfermedad severa. Los sintomas comuinmente
referidos fueron fiebre (65 %) y tos (45 %). Un tercio de los pacientes con PCR positiva
confirmada, permanecieron completamente asintomaticos. Sin embargo, el 6 % de todos los
pacientes pediatricos con la COVID-19 desarrollaron una enfermedad grave con mayor

prevalencia hasta de un 11 % en los lactantes menores de 1 afio.-®

Los reportes de series de casos en pacientes pediatricos con infeccion por el SARS-CoV-
2, informan cambios radiograficos similares a los presentados por pacientes adultos, hasta en un
50-80 % de los casos, incluso sin progresion a enfermedad grave; siendo las radiopacidades en

16bulos inferiores a predominio periférico, el hallazgo mas comunmente observado.®

La experiencia pediatrica en la actualidad con la COVID-19 es relativa, debido a que los
patrones de enfermedad son menos claros y justificar un seguimiento estrecho, en lugar de
suponer que se trata de una enfermedad leve es mandatorio y cada paciente debe ser
individualizado. Estudios recientes, comparan las respuestas inmunitarias de adultos y
nifios con la COVID-19 detectando diferencias notables a la hora de comprender porque los

nifios suelen tener una enfermedad mas leve. Dos teorias principales podrian estar involucradas

y explicar el efecto protector de la edad: diferencias en la inmunidad innata pediatrica en
comparacion con los adultos, o diferencias en el epitelio de las vias respiratorias y su
composicion celular que afecta la disponibilidad de sitios de union viral. La inmunosenescencia
constituye una disminucion natural de la funcidén inmunolédgica con el aumento de la edad y es

otra posible explicacion.(®

Un estudio publicado por Souza et al. en el 2020, reportaron una disminucién del
recuento de linfocitos en solo el 12,9 % de nifios infectados por SARS-CoV-2, a diferencia de
los adultos, en los que el 80 % de los casos no graves presentaban linfopenia. Por tanto, la
linfopenia puede no ser un indicador confiable de la COVID-19 en nifios. Por otro lado, existen
un porcentaje de casi un tercio de los nifios con la COVID-19 estudiados que también fueron

infectados por otros patogenos.”



La pandemia por la COVID-19 ha agravado el problema del hambre en muchos paises
y la Organizacion de Naciones Unidas para la Alimentacion y la Agricultura (FAO) advirtié que
la crisis puede agregar entre 83 y 132 millones al numero de personas desnutridas en el mundo
para el afio 2020. El Fondo de las Naciones Unidas para la Infancia (UNICEF) publicé en junio
del 2020, la necesidad de garantizar el acceso a los servicios e instalaciones de salud en
poblaciones pediatricas de Venezuela mas vulnerables, dado las limitaciones en regiones como
Estado Bolivar, Delta Amacuro, Zulia y Téachira de suministro regular de servicio eléctrico y
agua potable, vitales para promover saneamiento ¢ higiene de manos y mitigar la transmision

del virus en regiones fronterizas.®

El deterioro de la situacion alimentaria, nutricional y de salud en Venezuela se ha
profundizado desde el 2014 hasta la actualidad, cuando los indicadores de alimentacion,
nutricion y salud han mostrado cifras nunca antes vistas, con el surgimiento de fendmenos que
expresan situaciones extremas de inseguridad alimentaria en especial en los grupos vulnerables,

como lo es la poblacion pediatrica.®

Entre los paises mas vulnerables ante la extension de la enfermedad COVID-19 en
Latinoamérica se encuentra Venezuela, donde los niveles de desnutricion cronica en niflos
menores de 5 afios son elevados, segun la Organizacion de Naciones Unidas (ONU) y la tGltima
actualizacion de la Encuesta Nacional de Condiciones de Vida (ENCOVI) 2019-2020, la cifra
de poblacion en situacion de inseguridad alimentaria correspondié al 33 % de los hogares, con
un aumento del 10 % en comparacion con los resultados del 2018. Resulta importante que,
dentro de las repercusiones fisioldgicas estudiadas por la condicion de desnutricion cronica, la
repercusion en el metabolismo e inmunidad celular constituye un elemento que impacta
directamente en la funcidon del sistema inmunitario del individuo y conlleva a una menor
efectividad en la respuesta ante infecciones. De acuerdo con lo anterior, no se habia desarrollado
un estudio que evaluara la respuesta inmune de la poblacién pediatrica venezolana ante la
infeccion por el SARS-CoV-2, para establecer la evolucion clinica de enfermedad; asi como la

correlacion del estado nutricional o patologias cronicas asociadas en dicha respuesta. 10

El presente trabajo se llevo a cabo en el Hospital de Nifios Doctor Jos¢ Manuel de los

Rios, donde se habia establecido un area dirigida por la comision de infecciones con el apoyo



de la directiva y personal de salud que alli labora para la atencion, evaluacion y hospitalizacion
de casos confirmados y sospechosos de pacientes pediatricos infectados por SARS-CoV-2.
Teniendo en cuenta, el control de pacientes con patologias crénicas en dicha institucion de
referencia nacional, resultdé importante evaluar todos los factores que contribuirian a la
evolucidn satisfactoria o no de los pacientes, como lo fueron grupo etario, estado nutricional y
la presencia o no de patologia cronica. Estableciéndose la siguiente interrogante: ;Cual es el
perfil inmunoldgico de infeccion por el SARS-CoV-2 y su correlacion clinica en los pacientes
pediatricos ingresados en el Hospital de Nifios J.M de los Rios en los periodos de marzo a mayo

2021 y enero a marzo 20227
Justificacion e importancia

Es imperativa la necesidad urgente de entender por qué el curso del coronavirus que
comenzd a fines de 2019 (COVID-19) continua afectando diferente a grupos de individuos
durante la evolucion global de la pandemia. Un mayor conocimiento de la enfermedad causada
por el SARS-CoV-2, permitid priorizar los limitados recursos de salud disponibles y generar

estrategias segun riesgos y vulnerabilidad.(!"

La gran mayoria de los nifios con la COVID-19 tuvieron una evolucion clinica favorable,
sus manifestaciones clinicas y respuesta inmune difieren ampliamente de los casos en pacientes
adultos. A pesar del pronostico favorable, es importante que el papel del nifio en la cadena de
transmision se establezca y considerar con precaucion aquellos con patologias asociadas que
puedan desarrollar enfermedad grave; ante sintomas generales los profesionales de la salud
deben sospechar de infeccion por el SARS-CoV-2 en el paciente pediatrico. Debido a esto,
resulta importante desarrollar un estudio de investigacion donde se demuestre el
comportamiento inmunoldgico de los pacientes pediatricos infectados por el SARS-CoV-2, a
fin de establecer patrones de caracteristicas clinicas para el abordaje individualizado segun las
necesidades de grupo etario; asi como la repercusion de patologias asociadas o estado

nutricional en la evolucion de la enfermedad.(”

La relevancia de los genes HLA, implicados en la respuesta inmune y las demostradas
variaciones caracteristicas de diferentes poblaciones, guarda relacion con las diferencias en la

morbimortalidad existente por la COVID-19 segin etnias. En base a ello, hasta el 25 de



septiembre de 2020, un total de 8.968.835 millones de casos de la COVID-19 habian sido
registrados en América Latina y el Caribe, siendo Brasil el pais mas afectado por esta pandemia
en la region, con mas de 4.600.000 millones de casos confirmados, seguido por Colombia, con
alrededor de 790 mil infectados y México. Segun datos de la American Academy of Pediatrics
y la Children's Hospital Association, hasta el 30 de julio 2020 mas de 338.980 nifios habian
dado positivo al SARS-CoV-2 en Estados Unidos. La mayor cantidad de casos pediatricos de
la COVID-19 se reportaron en California, Florida, Arizona y Tennessee. Se registraron por lo
menos 5.000 casos en la mitad de todos los estados del pais. Y si bien, casi todos los nifios que
adquirieron una infeccion por el SARS-CoV-2 estaban asintomaticos o tenian sintomas leves,
un analisis que realizaron en los Centros para el Control y la Prevencion de Enfermedades
(CDC) con 576 nifios de 14 estados que estuvieron hospitalizados por la COVID-19 descubrid
que uno de cada tres pacientes pediatricos habia ingresado a la unidad de cuidados intensivos
(ICU), una proporcion similar a la de los adultos. Los sintomas mas comunes que se observaron
en los ninos hospitalizados fueron fiebre y escalofrios, seguidos de sintomas gastrointestinales
que incluyeron nauseas o vomitos y dolor abdominal o diarrea. El informe del CDC también
concluyo6 que, a semejanza de las tendencias en los adultos, hubo mas hospitalizaciones en el
grupo de ninos afrodescendientes y de nifios hispanos que en nifios blancos. En comparacion
con los nifios blancos, la probabilidad de ser hospitalizados por la COVID-19 fue cerca de ocho
veces mayor en el caso de los nifios hispanos y cerca de cinco veces mayor en el caso de los

nifios afrodescendientes. (12

Segun datos oficiales publicados por el Ministerio del Poder Popular para la Salud para
la fecha del 8 de abril de 2021 nuestro pais reportaba un total de 170.189 mil casos positivos
confirmados y 1.705 fallecidos, de los cuales 14.461 eran casos activos y de éstos el 11 %
corresponde a poblacion menor a 19 afios, a diferencia de paises europeos o asidticos donde la
prevalencia en poblacion pediatrica se reporta con porcentajes menores al 10 % de los casos

confirmados.(!?)

Finalmente, evaluar la respuesta inmune de la poblacion pediatrica venezolana es de
gran importancia para estimar susceptibilidad a evolucion grave o diferencias en relacion a otros
paises en los patrones inmunoldgicos frente a infeccion por el SARS-CoV-2. Corroborar las

teorias planteadas por estudios publicados sobre la progresion de la enfermedad y el papel de la
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respuesta inmune; establecer diferencias del perfil inmunologico en nifios en comparacion con
los adultos lo cual, brinda una oportunidad clave para el desarrollo de nuevas terapias, la
investigacion y el desarrollo de vacunas y el ajuste de medidas de salud publica de acuerdo a la

necesidad de atencion.
Antecedentes

Se sabe que la respuesta inmune al SARS-CoV-2 involucra a todos los componentes del
sistema inmunitario que juntos parecen ser responsables de la eliminacion viral y la recuperacion
a la infeccion. No obstante, estas respuestas inmunitarias estdn implicadas en la progresion de

la enfermedad a un proceso mas severo.!!¥

Controlar la respuesta inflamatoria producida por el SARS-CoV-2 es crucial, la
respuesta inmune frente a éste en nifios y adolescentes versus adultos puede servir como
explicacion para la evasion de una forma grave de la enfermedad en los primeros. Si bien, las
respuestas inmunitarias adaptativas son esenciales para la eliminacién del virus, las células
inmunitarias innatas, como los macréfagos, pueden contribuir, en algunos casos, a la progresion
de la enfermedad. A pesar de que los mecanismos precisos de interaccion entre el sistema
inmunoloégico y el SARS-CoV-2 alin se encuentran en estudio, se sugiere que la respuestas
inmune innata juega un papel vital en los sintomas clinicos y gravedad de la COVID-19, dicha
suposicion esta en acuerdo con los estudios previos sobre el SARS-CoV, el pariente mas cercano
al SARS-CoV-2, que infecta predominantemente las vias respiratorias y las células epiteliales

alveolares, células endoteliales vasculares y macrofagos.(!>19)

Actualmente, solo hay informacion limitada referente al estado inmunoldgico innato de
los pacientes infectados con el SARS-CoV-2. En un estudio publicado en el 2006 por Baas et
al. concluyeron que el sindrome de distrés respiratorio agudo (SDRA) estaba asociado con la
induccidn de citocinas inflamatorias, incluidas IL-1, IL-6, IL-8, CXCL-10 y TNFa, muchas de

las cuales se expresan altamente en los pulmones de pacientes con infeccion por el SARS-CoV.
an

Una revision publicada en mayo de 2020 por Zhang et al. informo, que estudios en

pacientes adultos con infeccion por el SARS-CoV-2 donde se analizaron subconjuntos de
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linfocitos y citocinas, concluyeron que todos los pacientes con la COVID-19 grave presentaron
linfopenia, con reduccion significativa de linfocitos T CD8+ y linfocitos NK, en relacion con
los pacientes con enfermedad leve; ademas los niveles séricos de IL-6 en el grupo de pacientes
con enfermedad grave fue significativamente mayor que en el grupo leve. También se observo,
un aumento significativo de la expresion del receptor activador de linfocitos NK grupo 2
miembro D (NKG2D) presente en linfocitos T CD8+ y linfocitos NK en pacientes con la
COVID-19 grave; esta regulacion al alza del receptor NKG2D se asoci6 con el agotamiento de
los linfocitos T citotoxicos y linfocitos NK en la etapa inicial de la infeccion por el SARS-CoV-

2, y, por tanto, con progresion hacia enfermedad grave. (1®)

En septiembre de 2020 Chu et al., compararon la replicacion, tropismo celular y perfil
de activacion inmunitaria de la infeccién por el SARS-CoV y el SARS-CoV-2 en tejidos
pulmonares humanos in vitro y demostraron que ambos virus pueden infectar igualmente a los
neumocitos de tipo I, II y macréfagos alveolares, aunque el SARS-CoV-2 tuvo una mejor
capacidad de replicarse en tejidos pulmonares. Curiosamente, a pesar de la replicacion viral mas
eficiente observada en el SARS-CoV-2, éste no logré inducir la produccion significativa de los
interferones tipo I, II 6 III. Ademas, mientras que la infeccion por SARS-CoV increment6 la
expresion de 11 de 13 (84,62 %) citocinas / quimiocinas proinflamatorias; la infeccién por
SARS-CoV-2 solo regul¢ al alza 5 de estos 13 (38,46 %) mediadores inflamatorios clave a pesar
de replicarse de manera mas eficiente. Por lo que se concluyd que el bajo grado de activacion
de la inmunidad innata podria explicar la evolucion leve de la enfermedad o incluso la ausencia
de sintomas en muchos pacientes infectados por el SARS-CoV-2, que pudieran incrementar la

transmision del virus sin darse cuenta. (19

En un estudio realizado en marzo de 2020 por Peng Zhou et al. se investigaron 99 casos
en Wuhan y se observo el aumento de neutrdfilos totales (38 %), la reduccion de linfocitos
totales (35 %), el aumento de IL-6 en suero (52 %) y aumento de proteina C reactiva (84 %).
Otro estudio también realizado en Wuhan, por Fan Wu et al., reveld que, en 41 pacientes de los
estudiados, aumentaron los neutrofilos totales y disminuyeron los linfocitos totales en los
pacientes de la UCI frente a la atencion fuera de la UCI siendo estadisticamente significativos.
El aumento de neutrdfilos y la disminucion de linfocitos también se correlacionaron con la

gravedad de la enfermedad y riesgo de fallecimiento. Los pacientes que ameritaron ingreso en
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UCI presentaron niveles plasmaticos mas altos de citocinas y quimiocinas, tales como:
interferén gamma-proteina inducible 10 (IFN- y/ IP-10/CXCL10), proteina quimioatrayente de
monocitos 1 (MCP-1), proteinas inflamatorias de macréfagos (MIP-1a) y factor de necrosis
tumoral alpha (TNFa); concluyendo la influencia del estado inflamatorio persistente en la

progresion y severidad de la enfermedad. %2V

La respuesta inmunitaria innata eficaz contra la infeccion viral depende en gran medida
de las respuestas de interferén IFN tipo [ y su cascada que culmina en el control de la replicacion
viral e induccidn de una respuesta inmune adaptativa eficaz. En un estudio realizado en febrero
de 2016 por Channappanava et al. usando un modelo de ratones con infeccion por SARS-CoV
demostré que la replicacion viral acelerada estaba acompanada de una sefalizacion retardada de
IFN-I y una actividad desregulada de este, asi como del acumulo de monocitos-macréfagos
inflamatorios como causa principal del dafio al tejido pulmonar. Por lo tanto, la produccion
excesiva de IFN tipo I es la principal causa de inflamacion a nivel del tracto respiratorio y tiene
un impacto negativo en el resultado de la infeccion, debido a que compromete el control viral
temprano, lo que conlleva a la migraciéon de neutr6filos y monocitos-macréfagos con produccion
excesiva de citocinas proinflamatorias. Basado en los datos acumulados para infeccion por
coronavirus anteriormente mencionados, la respuesta inmune innata juega un papel crucial en
las respuestas protectoras o perjudiciales y puede abrir una ventana para la intervencion

inmunologica. 2

Partiendo de la premisa que la inmunidad innata juega un papel clave, se pueden
proponer varias intervenciones; uso de IFN tipo I y antagonistas de algunas citocinas
proinflamatorias. Un estudio publicado en octubre de 2013 por Falzarano et al. donde se utilizo
el IFN de tipo I para el tratamiento en un modelo animal de infeccion por SARS-CoV o MERS-
CoV, determind que el momento de administracion es crucial para producir una respuesta
protectora, ya que reduce la replicacion del virus, modula la respuesta del huésped y mejora el
resultado clinico. EI SARS-CoV-2 induce una respuesta de IFN tipo I tardia; lo cual ocasiona
pérdida del control de la replicacion viral en una fase temprana de la infeccion, hasta 48 horas
después de la infeccion, condicionando la aparicion de edema pulmonar, hipoxia severa y la
acumulacion de células inflamatorias en el tejido pulmonar; se ha observado progresion a

fibrosis de fase tardia del SDRA, respuestas de inflamacion sistémica y falla organica multiple.

13



De acuerdo con la progresion del SDRA, los blancos principales de la infeccion por el SARS-

CoV-2 son las células ciliadas del epitelio de las vias respiratorias y los neumocitos alveolares

de tipo II. 2324

La transicion entre la respuesta inmunitaria innata y adaptativa es fundamental para el
progreso clinico de la infeccion por el SARS-CoV-2. Es en este momento crucial cuando los
eventos regulatorios inmunes, aun poco entendidos, conduciran al desarrollo de una respuesta
inmune protectora o una respuesta inflamatoria agravada. La respuesta protectora es linfocito T
dependiente, con linfocito T CD4+ cooperando con los linfocitos B, favoreciendo la produccion
de anticuerpos neutralizantes especificos y la activacion de linfocitos T CD8+ capaces de

eliminar las células infectadas. ¥

Las moléculas de la superficie celular CD3 +, CD4 +, CD8 + CD16 +, CD19 +y CD56+
marcan y diferencian caracteristicas morfoldgicas de subpoblaciones linfocitarias; el linfocito
T-helper o cooperador (CD3 +CD4 +), linfocitos T citotoxicos (CD3 + CDS8 +), linfocitos B
(CD19 +/ CD20 +) y linfocitos NK (CD16 +CD56 +). Estas células estan involucradas en la
inmunidad celular y humoral frente a la infeccion viral. Por tanto, es importante aclarar las
caracteristicas de los subconjuntos de linfocitos en la COVID-19, que podrian proporcionar

nuevos conocimientos para explorar el mecanismo inmunoldgico frente a la infeccion por el

SARS-CoV-2.

Chuan Qin et al. realizaron un estudio en el 2020, que incluyé 452 pacientes con
infeccion por el SARS-CoV-2, donde observaron incremento de TNF-a, IL-2R, IL-6, IL-8 y IL-
10 en pacientes con enfermedad grave comparados con los no grave, sugiriendo el rol de estas
citocinas en el desarrollo de la respuesta hiperinflamatoria de la COVID-19. En los casos de
pacientes con enfermedad grave, encontraron contaje de linfocitos mas bajos, contaje de
leucocitos mas altos y mayor relacion neutrofilos/linfocitos, asi como menores porcentajes de
monocitos, eosindfilos y baséfilos, en relacion con pacientes que presentaron enfermedad leve.
En ambos grupos de pacientes con la COVID-19, los linfocitos T CD4+ estaban por debajo de
los niveles normales y un nivel mas bajo de linfocitos T reguladores (Treg) se observé en el
grupo de enfermedad grave. Con base a estos datos, concluyeron que la COVID-19 podria

afectar a los linfocitos, especialmente los linfocitos T.>
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En noviembre 2020 Mayora et al. realizaron un estudio en Venezuela, donde evaluaron
las subpoblaciones linfocitarias como marcador prondstico de la COVID-19, incluyé 18
pacientes con enfermedad moderada y severa, reportando linfopenia en ambos grupos con
disminucion significativa de linfocitos T, entre los cuales destacaron los linfocitos T de memoria
y linfocitos T CD25+ (marcador de activacion). Concluyendo que la disminucion de linfocitos
Ty la expresion del marcador de activacion CD25+ se relacionan con la infeccion por el SARS-

CoV-2 y que el CD45RO+ constituye un marcador de severidad en la poblacion adulta. 9

Los linfocitos T (LT), linfocitos B (LB) y las asesinas naturales (NK) tienen un papel
importante en mantener el sistema inmune. En la infeccién por el SARS-CoV-2, los estudios
demuestran que hay una marcada linfopenia. En un caso clinico publicado en abril de 2020 por
Zhe Xuen et al. se estudi6 un paciente masculino que murid por infeccion grave por el SARS-
CoV-2, para investigar caracteristicas patoldgicas de la COVID-19, en sangre se encontrd una
linfopenia de LT CD4+ y CD8+; sin embargo, ambas poblaciones presentaban un estatus
hiperactivado con altas proporciones de CD4+ HLA-DR+ (3,5 %) y CD8+ CD38+ (39,4 %).
Ademas, se encontraron proporciones elevadas de LT proinflamatorios CD4+ CCR6+ y LT
CD8+ con altas cantidades de granulos citotoxicos. Estas poblaciones linfocitarias podrian

explicar parcialmente el dafio grave ocasionado al sistema respiratorio y al endotelio vascular.?

Un estudio publicado en el 2020 por Wang et al. se observo disminucion de linfocitos
T CD4 +, linfocitos T CDS8 +, linfocitos B y linfocitos NK en los pacientes con la COVID-19.
La linfopenia puede deberse a la adhesion del virus o indirectamente por respuestas inmunitarias
de mediadores inflamatorios. Ademas, la migracion de linfocitos circulantes hacia los tejidos
pulmonares inflamados también puede provocar linfopenia. Entre los pacientes con la COVID-
19, los casos graves tenian un nivel mas bajo de linfocitos totales, linfocitos T CD4 +, linfocitos
T CD8 + y linfocitos B que los casos leves, que fue similar a la alteracion descrita en el SARS-
CoV. Concluyendo que los linfocitos y sus subconjuntos, especialmente linfocitos T CD8 +
podrian ser un predictor potencial de la gravedad de la enfermedad y la eficacia clinica en la
COVID-19. En el mismo estudio, también se observo que, en pacientes tratados con antivirales
o inmunomoduladores, los linfocitos T CD8+ y linfocitos B se incrementaron, probablemente

por el uso de corticoides y su efecto antiinflamatorio. ?®)
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En los nifos, las formas graves de la enfermedad o las complicaciones asociadas con
el SARS-CoV-2 como el sindrome inflamatorio multisistémico (MIS-C) parece estar
relacionada con la desregulacion inmune. En septiembre de 2020 Garcia-Salido e al. realizan
un estudio en Espafia donde se evaluaron tres nifios con infeccion grave por el SARS-CoV-2
hospitalizados en UCIP y mediante la técnica de citometria de flujo, se realizé6 medicion de la
expresion de tres moléculas que forman parte de la respuesta celular innata a la infeccion: CD64,
CDI18 y CDl11a. El CD64 es un receptor de alta afinidad de tipo I para la fraccién Fc de la
inmunoglobulina G, localizada en la superficie de monocitos, macroéfagos, células dendriticas y
neutr6filos. El aumento de la densidad de CD64 en la superficie celular esta directamente
relacionado con la intensidad de estimulacion recibida por citocinas inflamatorias. Ademas,
CD18, también conocido como integrina B2, participa en la adhesion y senalizacién de
leucocitos. CD11a se asocia con CD18 para formar el antigeno 1 asociado a la funcion de los
linfocitos, o LFA-1. Expresada en leucocitos, esta integrina de linfocitos T juega un papel
central en las interacciones leucocitario-célula y en la estimulacion de linfocitos. Concluyendo
que hubo una mayor expresion de estas tres moléculas en comparacion con hallazgos reportados
de estudios en otras infecciones respiratorias evaluadas en nifios; lo cual sugiere, que la
alteracion de las células efectoras de la respuesta innata en el paciente pediatrico, induce una
respuesta inmune desregulada que puede resultar en inflamacion y enfermedad grave, por lo que
el uso de terapias inmunomoduladoras en un contexto infeccioso debe basarse en un andlisis de

riesgo-beneficio. ¢

La razén por la que los pacientes pedidtricos con la COVID-19 tienen sintomas leves
en comparacioén con los adultos, sigue siendo dificil de explicar, estudios sugieren que la
correlacion entre la gravedad de la COVID-19 y la carga viral es importante, y que los nifios
pueden tener menor carga viral. Por otro lado, la enfermedad leve en los nifios puede estar
relacionada con inmunidad entrenada. Inmunidad entrenada, como nuevo modelo inmune, se
refiere al uso de ciertas vacunas como Bacille Calmette-Guerin (BCG) para entrenar la
inmunidad innata con el proposito de generar memoria inmunitaria. Se ha demostrado que el
BCG proporciona proteccion inespecifica a los ratones contra la infeccion por virus de la

influenza probablemente por la induccion de la inmunidad entrenada.%31)
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Marco teodrico
Estructura, clasificacion y replicacion

Los coronavirus son miembros de la subfamilia Orthocoronavirinae dentro de la familia
Coronaviridae  (orden Nidovirales). Esta subfamilia comprende cuatro géneros:
Alphacoronavirus, Betacoronavirus, Gammacoronavirus y Deltacoronavirus de acuerdo a su
estructura genética. Los alfacoronavirus y betacoronavirus infectan solo a mamiferos y
normalmente son responsables de infecciones respiratorias en humanos y gastroenteritis en
animales. Estructuralmente los coronavirus son virus esféricos de 100-160 nm de diametro, con
envuelta de bicapa lipidica y que contienen ARN monocatenario (ARNSss) de polaridad positiva

de entre 26 y 32 kilobases de longitud.?

El SARS-CoV-2 es un virus de ARN perteneciente a la familia de coronavirus, que
recibe este nombre por la apariencia caracteristica de las proteinas de su cubierta. Su genoma
contiene 29.891 nucledtidos que codifican para 9.860 aminoacidos. E1 SARS-CoV-2 es un ARN
monocatenario de sentido positivo (ARN ss + monocatenario, molécula de ARN lineal) virus
perteneciente al grupo grande de coronavirus, aproximadamente el 89 % idéntico al CoVZXC21
similar al SARS de murciélago y el 82 % al SARS-CoV humano. El virion de SARS-CoV-2, su
forma infectiva, consiste en una membrana con glicoproteinas dentro de la que se empaqueta el
material hereditario compactado con proteinas. En la superficie destaca la presencia de la
proteina S, denominada asi por formar la espicula, estructura en forma de aguja que tiene un

papel relevante en la infeccion.G? 39

El genoma del virus SARS-CoV-2 codifica 4 proteinas estructurales: la proteina S
(proteina de la espiga), la proteina E (envoltura), la proteina M (membrana) y la proteina N
(nucleocapside). Figura 1. La proteina N estd en el interior del viridon asociada al ARN viral, y
las otras tres proteinas estan asociadas a la envoltura viral. La proteina S forma estructuras que
sobresalen de la envoltura del virus y contienen el dominio de union al receptor de las células
que infecta y, por lo tanto, es la proteina determinante del tropismo del virus. Ademas, es la
proteina que tiene la actividad de fusion de la membrana viral con la célula diana y de esta

manera permite liberar el genoma viral en el interior de la célula que va a infectar. ¢
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Figura 1. Estructura del SARS-CoV-2
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El mecanismo de actuacion del virus dentro de nuestras células, aunque no esta 100%

identificado molecularmente, sigue el patron habitual de virus con envoltura. Figura 2:

- Adsorcioén: El virus se une a la célula hospedadora e introduce su material genético. Cada
virus es muy especifico y unicamente infectan a un determinado tipo de células. En el caso del
SARS-CoV-2 se una a la proteina ECA-2, que esta presente en diversos tejidos del cuerpo
humano, particularmente en la via respiratoria superior, considerada la principal via de entrada
a nuestro organismo.

- Penetracion: La membrana de estos virus es de la misma naturaleza que la membrana celular,
por lo que puede ocurrir una fusién de membranas, y entra solo la capside o puede entrar por
endocitosis, y la envoltura del virus se fusiona con el lisosoma.

- Decapsidacion: El material genético queda libre en el citoplasma a través de diferentes
enzimas que degradan las proteinas viricas.

- Sintesis y replicacién: En el SARS-CoV-2, al ser un virus ARN, esta fase ocurre en el
citoplasma. El virus utiliza la maquinaria celular para su replicacion (creacion de copias) del
ARN y para la sintesis de las 4 proteinas estructurales.

- Ensamblamiento: En este momento, la célula esta llena de copias de ARN del virus y de
proteinas virales presentes en el citoplasma. Por diferentes mecanismos, estas proteinas se van
uniendo dejando una copia del virus.

- Liberacion: A través de mecanismos de exocitosis, lo que les facilita rodearse de membrana.

Es decir, la membrana de los virus viene de la membrana celular de la célula que han infectado
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previamente a la exocitosis, el virus ha incorporado sus proteinas a la membrana celular en la

zona dénde se va a producir esta exocitosis.3% 37

Figura 2. Mecanismo de infeccion del coronavirus SARS-CoV-2.
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Etiologia

Los coronavirus (CoV) se han convertido en los principales patdégenos de los brotes
emergentes de enfermedades respiratorias. Son una gran familia de virus de ARN
monocatenario (ARNss +) que pueden aislarse en diferentes especies animales. Por razones que
aun no se han explicado, estos virus pueden atravesar las barreras de las especies y causar, en
los seres humanos, enfermedades que van desde el resfriado comun hasta enfermedades mas
graves como el SARS y MERS. La dindmica del SARS-CoV-2 se desconoce actualmente, pero
se especula que también tiene un origen animal. La caracterizacion genomica ha demostrado

que probablemente los murciélagos y los roedores son las fuentes de genes de alfaCoV y
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betaCoV. Por el contrario, las especies de aves parecen representar las fuentes de genes de

deltaCoV y gammaCoV.G7-3)

Los miembros de esta gran familia de virus pueden causar enfermedades respiratorias,
entéricas, hepaticas y neurologicas en diferentes especies animales, incluidos camellos, ganado,
gatos y murcié¢lagos. Hasta la fecha, se han identificado siete CoV humanos (CoVH). Algunos
de los CoVH se identificaron a mediados de la década de 1960, mientras que otros solo se

detectaron en el nuevo milenio. ¢

En general, las estimaciones sugieren que el 2 % de la poblacion son portadores sanos
de un CoV y que estos virus son responsables de alrededor del 5 % al 10 % de las infecciones

respiratorias agudas.

- Los CoV humanos comunes: CoVH-OC43 y CoVH-HKUI (betaCoV del linaje A); CoVH-
229E y CoVH-NL63 (alphaCoVs), pueden causar infecciones respiratorias superiores

autolimitadas en individuos inmunocompetentes.

- En sujetos inmunodeprimidos y adultos mayores, pueden ocurrir infecciones del tracto
respiratorio inferior. Otros CoV humanos: SARS-CoV, SARS-CoV-2 y MERS-CoV (betaCoV
del linaje B y C, respectivamente), pueden provocan epidemias de gravedad clinica variable con
manifestaciones respiratorias y extra respiratorias. Con respecto al SARS-CoV, MERS-CoV,

las tasas de mortalidad son de hasta el 10 % y el 35 %, respectivamente.>

Por lo tanto, el SARS-CoV-2 pertenece a la categoria de betaCoV. Tiene forma redonda
o eliptica y a menudo pleomérfica, con un didmetro de aproximadamente 60 a 140 nm. Como
otros CoV, es sensible a los rayos ultravioleta y al calor. En este sentido, aunque la alta
temperatura disminuye la replicacion de cualquier especie de virus. Actualmente, la temperatura
de inactivacion del SARS-CoV-2 esta bien aclarada; este virus puede inactivarse a partir de los
56°C vy resistir el frio incluso por debajo de 0°C. Ademas, estos virus pueden inactivarse
eficazmente mediante disolventes lipidicos, incluidos éter (75 %), etanol, desinfectante que

contiene cloro, acido peroxiacético y cloroformo, excepto la clorhexidina.”
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Genoma

El genoma de los CoV es un monocatenario ARN de sentido positivo (ARNss +) (~ 30
kb) con estructura de capa 5"y cola 3'- poli-A. El ARN gendmico se utiliza como plantilla para
traducir la poliproteina 1a/lab (ppla/pplab), que codifica proteinas no estructurales (nsps) para
formar el complejo de replicacion-transcripcion (CRT) en vesiculas de doble membrana
(DMV). Posteriormente, un anidado conjunto de ARN subgenomicos (ARNsg) son sintetizados
por CRT de una manera de transcripcion discontinua. Estos ARN mensajeros subgendmicos
(ARNm) poseen secuencias comunes 5 'lider y 3' terminales. Terminacion de la transcripcion y
posterior adquisicion de un ARN lider ocurre en las secuencias reguladoras de la transcripcion,
ubicadas entre los marcos de lectura (ORF). Estos ARNsg de hebra negativa sirven como
plantillas para la produccion de ARNm subgenomicos. El genoma y los subgenomas de un CoV
tipico contienen al menos seis ORF. Los primeros ORF (ORF1la/b), aproximadamente dos
tercios de toda la longitud del genoma, codifica 16 nsps (nspl-16), excepto en los
Gammacoronavirus que carece nspl. Hay un desplazamiento de marco de -1 entre ORFla y
ORF1b, lo que conlleva a produccion de dos polipéptidos: pplay pplab. Estos polipéptidos son
procesados por proteasas similar a quimotripsina codificada viralmente (3CLpro) o proteasa

principal (Mpro) y una o dos proteasas similares a la papaina en 16 nsps.G* 3%

La alineacién de la secuencia del genoma de CoV muestra un 58 % de identidad en la
region de codificacion nsp y el 43 % de identidad en la codificacion de proteinas estructurales
entre diferentes regiones de CoV, con 54 % a nivel del genoma completo, lo que sugiere que las
nsps estan mas conservados y las proteinas estructurales son mas diversas y necesitan adaptarse
a nuevos hospedadores. Dado que las tasas de mutacion en la replicacion de los virus de ARN
son mucho mas altas que el de los virus de ADN, los genomas de los virus de ARN generalmente
menos poseen una longitud aproximada de 10 kb. Sin embargo, el genoma de CoV es mucho
mas grande, con aproximadamente 30 kb de longitud, uno de los virus de ARN maés grandes
conocidos. El mantenimiento de un genoma tan grande de CoV puede estar relacionado con la
caracteristica especial del CoV CRT, que contiene varias enzimas como la exoribonucleasa 3'-
5 " de nspl4. La exoribonucleasa 3'-5 ' es exclusiva de los CoV entre todos los virus de ARN,
probablemente proporcionando una funcién de correccion de pruebas del CRT. Un analisis de
secuencia muestra que el SARS-CoV-2 posee una estructura tipica del genoma de CoV y

pertenece al grupo de betacoronavirus que incluye Bat-Tipo SARS (SL)-ZC45, Bat-SL ZXC21,
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SARS-CoV y MERS-CoV. Establecido en el arbol filogenético de CoV, el SARS-CoV-2 esta
mas estrechamente relacionado con bat-SL-CoV ZC45 y bat-SL-CoV ZXC21 y maés

lejanamente relacionados con SARS-CoV. %39 Figura 3.

Figura 3. La estructura genomica y el arbol filogenético de los coronavirus.
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Origen

En términos genéticos, se ha demostrado que el genoma del nuevo CoVH, aislado de un
paciente con neumonia atipica después de visitar Wuhan, tenia una identidad de nucleo6tidos del
89 % con el SARS de murciélago-CoVZXC21 y el 82 % con el del SARS-CoV. Por esta razon,
el nuevo virus se denomind SARS-CoV-2. Aunque los origenes del SARS-CoV-2 no se
comprenden del todo, los analisis genémicos sugieren que el SARS-CoV-2 probablemente
evoluciond a partir de una cepa que se encuentra en los murciélagos. La comparacion gendomica
entre la secuencia del SARS-CoV-2 humano y los coronavirus de animales conocidos revelo,
de hecho, una homologia del 96 % entre el SARS-CoV-2 y el betaCoV RaTGI13 de los
murciélagos (Rhinolophusaffinis). Sin embargo, se desconoce el potencial huésped mamifero
amplificador, intermedio entre murciélagos y humanos. Dado que la mutacion en la cepa
original podria haber desencadenado directamente la virulencia hacia los humanos, no es seguro

que exista este intermediario.*?

22



Funciones de proteinas no estructurales y proteinas estructurales en la replicacion viral
La mayoria de los nsp de nsp1-16 se han informado por sus roles en la replicacion de los
CoVs. Sin embargo, las funciones de algunas de las nsps son desconocidas. Las funciones

conocidas de los 16 nsps, se resumen en Tabla 1.

Tabla 1. Las 16 proteinas no estructurales de los coronavirus y sus funciones

nsps Funcion

nspl Degradacion de ARNm celular, inhibiendo sefializacion IFN.

nsp2 Desconocida.

PLP, polipéptidos que escinden y bloquean en el hospedador

nsp3 respuesta inmune innata, promoviendo expresion de citoquinas.

nsp4 Formacion de vesicula de doble membrana.

nspS Polipéptidos que se escinden e inhiben sefializacion IFN.

6 Restringir la expansion del autofagosoma, formacion de
nsp
vesicula de doble membrana.

nsp7 Cofactor con nsp8 y nsp12.

nsp8 Cofactor con nsp7 y nsp12.

nsp9 Dimerizacion y union de ARN.

nspl0 | Proteina de andamio para nspl4 y nsp16.

nspll | Desconocida.

nspl2 | Dependiente del cebador.

nspl3 | ARN helicasa, 5 ' trifosfatasa.

nspl4 | Exoribonucleasa.

nspl5 | Endoribonucleasa, evasion de sensores de RNAdSs.

2" - O - MTasa; evitando el reconocimiento de MDAS5,
nspl6

regulando negativamente la inmunidad innata

Fuente: Neuman BW et al. 2013, “V
Cuatro proteinas estructurales son esenciales para el ensamblaje del viridén e infeccion

de CoV. Los homotrimeros de las proteinas S forman los picos en la superficie viral y son

responsables de la union al huésped. La proteina M tiene tres dominios transmembrana y da
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forma a los viriones, promueve la curvatura de la membrana y se une a la nucleocapside. La
proteina E juega un papel en el ensamblaje del virus y liberacion, y participa en la patogénesis
viral.#1-42)
Transmision

El modo primario de infeccion es la transmision de persona a persona a través del
contacto cercano, que ocurre mediante la generacion de aerosoles (microgotas) emitidas por
individuos infectados a través de tos o estornudos. La enfermedad por el SARS-CoV-2 tiene un
periodo de incubacion asintomatico probable de entre 2 y 14 dias durante el cual se podria
transmitir el virus. La rdpida propagacion de SARS-CoV-2 se ha producido con un indice de
reproduccion o RO basico de 2,2-2,6; esto significa que en promedio cada individuo tiene el
potencial de transmitir la infecciébn a otras 2 o 3 personas. Sin embargo, esta RO se ha
incrementado con la aparicion de nuevas variantes y subvariantes.*3 44

Los paises han implementado intervenciones mas proactivas como el cierre de las
escuelas y las reglas de quedarse en casa, que han mitigado la epidemia en muchas regiones.
Una de las estrategias mas eficaces para frenar una epidemia es reducir interacciones personales
a través del distanciamiento social y la prohibicion de grandes reuniones. Estudio realizado por
Xinhua Yu y colaboradores (2020), basado en simulaciones han demostrado que reducir el
nimero de contactos entre los jovenes, por si solo no afecta la magnitud de la epidemia
significativamente en términos de hospitalizaciones y muertes debido a la COVID-19. Por otro
lado, reducir el nimero de contactos solo entre las personas mayores no solo mitiga el impacto
de la epidemia entre ellos, pero también cambia el curso de la epidemia entre jévenes, a pesar
de que siguen siendo muy activos. Las personas mayores a menudo tienen un sistema
inmunologico mas débil (inmunosenescencia) y multiples condiciones cronicas subyacentes, si
estan infectados con el virus, es mas probable que desarrollen formas severas de la enfermedad
porque no pueden eliminar al virus efectivamente. Por lo tanto, durante una pandemia como la
COVID-19, los adultos mayores son las personas que tienen mas probabilidades de ser

hospitalizadas y morir a causa de las complicaciones de la infeccion.*4
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Inmunopatogenia

La respuesta inmune a diferentes invasiones patologicas en el cuerpo humano esta
mediada por dos brazos; inmunidad innata y adquirida. La inmunidad innata es el primer brazo
de la respuesta inmune a las infecciones virales. La respuesta antiviral se desencadena al detectar
los diferentes antigenos virales por los receptores de reconocimiento de patrones (PRR) de las
células infectadas. Tal respuesta, es crucial ya que actiia para suprimir la replicacion viral y
diseminarse a otras células. También es requerido para programar respuestas inmunes
adaptativas funcionales y, por lo tanto, coordina toda la respuesta inmunitaria del huésped a la
infeccion. La respuesta inmune innata a los virus se compone de tres clases principales de PRR,
denominadas RIG-I (receptores similares al gen inducible de acido retinoico), Receptores
similares al RIG-I (RLR), los receptores tipo toll (TLR) y los receptores tipo Nod (dominio de
oligomerizacion de nucleétidos) (NLRs). Estos receptores detectan moléculas especificas dentro
del virus denominado PAMP (patrones moleculares asociados a patégeno) y luego envian
sefiales a través de varios mensajeros para activar factores de transcripcion que impulsan la
expresion de genes antivirales y varias citocinas, como los interferones de tipo I y Il y la IL-
1B. La produccion de estas citocinas es esencial para la activacion de toda la respuesta inmune
contra la infeccion viral; los interferones de tipo I inducen la expresion de moléculas
coestimuladoras como CD80, CD86 y CD40 que conducen a la maduraciéon de las células
dendriticas (DC), asi como presentacion de antigeno en MHC clase I y la presentacion cruzada
de antigenos virales.(#> 40

Los receptores tipo Toll (TLR) se expresan en varias células inmunitarias, incluyendo
macrofagos, células dendriticas (DC), linfocitos B, tipos especificos de linfocitos T, e incluso
en células no inmunes como fibroblastos y células epiteliales. Hasta la fecha, se han identificado
trece miembros de la familia TLR. Los TLR pertenecen a las glucoproteinas integrales de
membrana de tipo I, que comprenden un dominio extracelular (LRR), una sola hélice
transmembrana y un dominio de sefializacion citoplasmatico homologo al del receptor de
interleucina 1 (IL-1R), llamado dominio del receptor Toll-interleucina 1 (TIR).“4”)

Los virus por su parte poseen varias proteinas que facilitan su entrada a la célula huésped,
siendo una de las mas importantes las viroporinas que son capaces de alterar la permeabilidad
celular permitiendo la creacion de canales ionicos virales que estan involucrados en varios

estadios de la infeccion y juegan un papel importante en la replicacion de su genoma y
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ensamblaje de viriones. Multiples proteinas se les ha asignado actividad de viroporina en los
CoV, con estudios que incluyen virus animales también como el SARS CoV y otros CoV
humanos. Las primeras proteinas que han demostrado actividad de formacion de canales de
visualizacion fueron las proteinas E de envoltura de membrana de SARS-CoV vy la proteina E

del virus de la hepatitis murina.*>46)

Inmunidad innata frente a SARS-CoV-2

La activacion de la via del IFN limita la replicacién viral e induce la posterior respuesta
inmune adaptativa. Como se indico, el SARS-CoV y el SARS-CoV-2 parecen compartir como
receptor la ACE2. Este receptor propuesto para SARS-CoV-2 se expresa principalmente en las
células alveolares tipo 2 del pulmoén. Los receptores ACE2 también se encuentran en monocitos,
macrofagos o células endoteliales habiéndose descrito también neurotropismo por SARS-CoV-
2. Los macroéfagos, tras verse infectados, realizan presentacion de antigenos a los linfocitos T.
Este proceso, en el que se anade la presencia de PAMP derivados de virus, conduce a la
activacion y diferenciacion del linfocito T, incluida la produccion de citocinas asociadas con los
diferentes subconjuntos de linfocitos T. En el caso de SARS-CoV y MERS-CoV, destaca su
capacidad para suprimir la respuesta a la infeccion viral. Ambos coronavirus implementan
multiples estrategias para interferir con la sefializacion que conduce a la produccion de IFN.
Dichas estrategias de amortiguacion se encuentran estrechamente asociadas a la gravedad de la
enfermedad. En los casos graves o letales de infeccion por SARS-CoV o MERS-CoV, se
observd una mayor migracion de neutrofilos y monocitos-macréfagos al territorio pulmonar. En
ambos casos, mediaban el dafo respiratorio. Se especuld que en la infeccion por SARS-CoV o
MERS-CoV, el retraso en la respuesta IFN tipo I comprometia el control de la replicacion viral.
En la infeccion por SARS-CoV-2, se esperaria un escenario similar con un grado variable de
interferencia inmune. La transmision del virus desde individuos asintomaticos podria estar

motivada por una respuesta retardada de la inmunidad innata.“® 4%

Papel de linfocitos T en la inflamacion por coronavirus

En la respuesta inmune a coronavirus, como se ha dicho, el papel de los linfocitos T es
predominante. Este aspecto se hizo evidente en el estudio de la patogenia por MERS-CoV. En

el caso de este virus los linfocitos TCD4+ eran mas susceptibles a la infeccion y su dafio
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condicionaba una peor evolucion. Dicha susceptibilidad se observo también en el caso de
SARS-CoV. En este caso la deplecion de linfocitos T CD4+ se traducia en un menor
reclutamiento de linfocitos en el tejido pulmonar, lo que condicionaba una importante
neumonitis intersticial con un menor aclaramiento del virus. A consecuencia de esta
desregulacion, los linfocitos T CD4+ presentes generaban un aumento de citocinas que se
traducia en un acimulo de monocitos y neutrdfilos que activaban a su vez otras cascadas

inflamatorias mediante la sintesis de citocinas (IL-1, IL-6, IL-8, IL-21, TNF- y MCP-1).?¥

Las infecciones por coronavirus (SARS, MERS y SARS-CoV-2) han mostrado niveles
elevados de IL-18 e IL-1p a nivel sérico y tisular lo cual habla de activacion del inflamasoma,
asi como la codificacion de dos tipos de viroporinas: proteina E y proteina 3a que son requeridas
para la replicacion y virulencia del SARS-CoV y que son probablemente las responsables de la
activacion del inflamasoma. Esto ha sido evidenciado especialmente en macrofagos en los que
hay un aumento de iones de K y especies reactivas de oxigeno mitocondrial. En modelos
animales de la infeccion por SARS-CoV que han sido utilizados como ejemplo para explicar la
patologia del nuevo coronavirus (SARS-CoV-2) se ha detectado afectacion de células epiteliales
de la via aérea y alveolar, dendriticas y macrofagos entre otros, evidenciandose en las células
dendriticas, que la infeccion induce baja expresion de niveles de citoquinas antivirales como
INF-of3, mayor expresion citoquinas inflamatorias como TNF e IL-6 y baja expresion de
quimiocinas inflamatorias como CCL3, CCL5, CCL2 Y CXCL10. De igual forma, los
macrofagos muestran niveles elevados de interferon pero de aparicion tardia al igual que muy
baja expresion de HLA-DR que activa a los linfocitos, lo que junto a las células alveolares, que
expresan grandes cantidades de quimiocinas CCL3, CCL5, CCL2 Y CXCLI10, contribuyen a

desregular la respuesta innata en la infeccion por SARS-CoV-2.(48:49

En pacientes con infeccion severa se encontraron altos niveles de INF-y, IL-1, IL-6, IL-
12 y TGF-B, asi como quimiocinas (CCL2, CXCL10, CXCL9 e 11-8) en comparaciéon con
pacientes con infecciones no complicadas. Estudios realizados en las epidemias de SARS y
MERS mostraron que hay varios factores por los cuales progresa la enfermedad hacia una
respuesta inflamatoria exacerbada, tales como:
- Répida replicacion viral: pareciera haber una alta correlacion entre altos titulos de la carga

viral y la severidad de la enfermedad.
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- Infeccion a nivel alveolar y/o epitelio de via aérea: los modelos animales muestran que hay
una diferencia entre los virus respiratorios que solo afectan la via aérea pero no el epitelio
alveolar (neumocitos tipo [ y II) ya que el coronavirus humano parece afectar a ambos tipos de
células, en etapas tempranas solo el epitelio superior, pero en ratones gravemente enfermos
estaban afectados ambos epitelios.

- Respuesta tardia del INF: el coronavirus humano codifica multiples proteinas que antagonizan
la accion del interferdn, por lo cual se retrasa o incluso se evade la respuesta innata que puede
llevar a la apoptosis de los linfocitos T resultando en una desregulacion de la respuesta
inflamatoria.

- Acumulacion de macrofagos y neutrdfilos: tanto estudios animales como humanos
demostraron que la acumulacion de células inflamatorias como macréfagos y neutrdfilos en
tejido pulmonar las cuales son la fuente predominante de una gran cantidad de citoquinas y

quimiocinas estan asociadas con casos graves de la infeccion.®: 59

Inmunidad adaptativa

Por otro lado, la respuesta inmune adquirida mediada por linfocitos T y B
principalmente, es deficiente dado que los factores que llevan a su desencadenamiento (como la
expresion del HLA-DR) se encuentran bajos y los factores que inducen la apoptosis de los
mismos como IL-6 y TNF-a estan considerablemente altos. De hecho, se han evidenciado en
pacientes infectados niveles bajos de linfocitos TCD4+ (cooperadores), TCD8+ (citotoxicos),
CD16+ CD56+ (Natural Killers) y CD19+ (linfocitos B) en comparacion con individuos sanos,
lo cual habla de baja expresion de la respuesta adquirida y en consecuencia niveles bajos de
inmunoglobulinas a nivel plasmatico, especialmente de IgG en comparacion con IgA e IgM. Sin
embargo, la respuesta inmune adaptativa también juega un papel crucial en la infeccion por
SARS-CoV-2; los mediadores proinflamatorios activan la respuesta inmune tipo Th1 mediada
por linfocitos T CD4 + y linfocitos TCDS8 + y Th2 mediada por células plasmaticas derivadas
de linfocitos B que promueven la efectiva produccion de anticuerpos neutralizantes contra el
virus. Los adultos infectados por SARS-CoV-2, especialmente aquellos con una enfermedad

grave, generalmente presentan un recuento disminuido de linfocitos y linfocitopenia.3: 49
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Mecanismos de evasion inmunitaria

Los coronavirus estan particularmente adaptados para evadir la deteccion inmune.
Durante las distintas epidemias de MERS-CoV y SARS-CoV este hecho fue muy estudiado. La
interferencia en el reconocimiento de interferon, las sefiales de comunicacion intercelular
(crosstalking) y la sefalizacion intracelular suponen los 3 modos fundamentales para lograr
evadir la respuesta inmunitaria. Desde la perspectiva leucocitaria, los coronavirus infectan de
forma primaria a los macrofagos. Estos presentan los antigenos a los linfocitos T, lo que provoca
su activacion y la produccion de citocinas asociadas a los diferentes subtipos de estos
(destacando el tipo Th17). Posteriormente estas citocinas amplificaran la respuesta inmune.
Como se ha indicado, la produccion de IFN tipo I es de gran importancia con intencidon de
optimizar la liberacion de proteinas antivirales, promover la fagocitosis por macrofagos y
facilitar la proteccion de células no infectadas. Las proteinas accesorias de los coronavirus
pueden interferir en la sefializacion de la via de los receptores tipo toll durante la replicacion
para evitar asi la activacion. Dicha interferencia deriva en 2 hechos: por un lado, se facilita la
persistencia viral y por otro lado, se genera un efecto negativo en los linfocitos NK o en los
macrofagos y se altera la activacion de los linfocitos T CD8+. La respuesta innata se ve
desregulada. Ambos fendmenos en conjunto se pueden acompafiar de una produccion
inadecuada de citocinas condicionando un contexto proinflamatorio. De este modo, la sintesis
de IL-1, IL-6, IL-8, IL-21, TNF- a y MCP-1 provoca el reclutamiento de linfocitos y leucocitos
en el lugar de infeccion, lo que potenciaria inicialmente el dafio en el tejido respiratorio.

Esta enorme cantidad de moléculas inflamatorias conocida como tormenta de citoquinas
(10) trae varias consecuencias, entre ellas (Figura 4 y Figura 5):
- Apoptosis epitelial y endotelial con extravasacion vascular propiciada por el INF-af, INF-y y
TNF- a, lo cual compromete la microcirculacion pulmonar resultando en edema y luego hipoxia.
- Respuesta de linfocitos T defectuosa causada por la apoptosis inducida por TNF- a que origina
una respuesta inflamatoria descontrolada.
- Acumulacién de macrofagos alternativamente activados y homeostasis tisular alterada: en
pacientes con enfermedad severa se evidencio dafo alveolar difuso con fibrosis de los espacios
intersticiales y alveolares con hiperplasia de neumocitos, asi como infiltracion perivascular de
macrofagos, neutréfilos y fibroblastos alternativamente activados con depositos de fibrina y

consecuente colapso alveolar, todo esto como consecuencia de alteraciones en las sefializaciones
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intracelulares en células mieloides por las citoquinas inflamatorias. En consecuencia, se altera
el balance entre coagulacion y fibrinélisis y se propicia un dafo pulmonar agudo.

- Sindrome de dificultad respiratoria aguda es el causante primario de la muerte en pacientes
con infeccidn por coronavirus humano, propiciado por varias citoquinas inflamatorias como IL-
6, IL-8, IL-1B, y otros mediadores como especies de reactivas de oxigeno, quimiocinas asi como
por la proliferacion epitelial con la consecuente remodelacion tisular que lleva a fibrosis.#7> 4
4 Los factores protectores y factores patogénicos de la infeccion por el SARS-CoV-2, seglin

interaccion virus-huesped, se resumen en la Figura 6.5V

Figura 4. Tormenta de citocinas.
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Figura 5. Consecuencias de la tormenta de citoquinas.
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Figura 6. Factores protectores vs. patogénicos en infeccion por Coronavirus humanos.
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Signos y sintomas

Los sintomas reportados por personas con la COVID-19 varian desde aquellos que presentan
sintomas leves hasta quienes se enferman gravemente. Estos pueden aparecer de 2 a 14 dias
después de la exposicion al virus. Las personas con estos sintomas podrian tener la COVID-19,
segun publicaciones del CDC (Centro de control y prevencion de enfermedades de Atlanta
Estados Unidos), los principales signos y sintomas son:

- Fiebre o escaloftios.

- Tos.

- Dificultad para respirar.

- Fatiga.

- Dolores musculares y corporales.

- Dolor de cabeza.

- Pérdida reciente del olfato o el gusto.

- Dolor de garganta.

- Congestion o rinorrea.

- Nauseas o vomitos.

- Diarrea.

Los signos y sintomas de presentacion de la COVID-19 son variables. La mayoria de los
pacientes presentan fiebre (83-99 %), tos (59-82 %), cansancio (44-70 %), anorexia (40-84
%), disnea (31-40 %) y mialgias (11-35 %). También se han descrito otros sintomas
inespecificos como dolor de garganta, congestion nasal, cefalea, diarrea, nduseas y vomitos.
Asimismo, se ha descrito anosmia antes de los sintomas respiratorios.

Los adultos mayores y los pacientes inmunodeprimidos en particular, pueden presentar
sintomas atipicos. La fiebre y la tos pueden no ser tan frecuentes en los nifilos como en los
adultos.9

Entre los factores de riesgo para enfermedad grave se describen: edad superior a 60 afios,
enfermedades cronicas, tales como: diabetes, hipertension, cardiopatias, neumopatias
cronicas, enfermedades cerebrovasculares, nefropatias cronicas, inmunodepresion, cancer y

tabaquismo.©% 32
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Tabla 2. Probabilidad de infeccion por SARS-CoV-2 y definicion de casos:

Contacto Una persona que haya estado expuesta a alguna de las siguientes situaciones desde 2 dias antes hasta 14 dias
después del inicio de los sintomas en un caso probable o confirmado:
(1) contacto personal con un caso probable o confirmado a menos de 1 m de distancia y durante mads de 15 minutos;
(2) contacto fisico directo con un caso probable o confirmado;
(3) atencién directa a un paciente con COVID-19 probable o confirmada sin utilizar equipo de proteccién personal adecuado; 0
(4) situaciones de otro tipo en funcién de la evaluacion local del riesgo (en los casos asintomdticos confirmados, el periodo de contacto
ird desde 2 dias antes hasta 14 dias después de la fecha en la que se tomé la muestra que llevé a la confirmacién).

Caso (A) Un paciente que presente un cuadro respiratorio agudo (fiebre acompaiiada de al menos un signo o sintoma respiratorio como
sospechoso tos, o disnea) Y haya viajado o residido en los 14 dias anteriores al inicio de los sintomas en una zona en la que exista transmision
comunitaria de la COVID-19; 0
(B) Un padente que presente cualquier cuadro respiratorio agudo Y haya estado en contacto con un|caso confirmado o probable de
COVID-19 en los 14 dias anteriores al inicio de los sintomas; 0
(C) Un paciente que presente un cuadro respiratorio agudo de caracter grave (fiebre acompanada de al menos un signo o sintoma
respiratorio como tos o disnea Y necesidad de hospitalizacién) Y para el que no exista un diagnéstico alternativo que explique
completamente el cuadro dinico.

Caso Una persona con infeccion por el virus de la COVID-19 confirmada mediante pruebas analiticas,
confirmado independientemente de los signos y sintomas clinicos.

Fuente: https://www.who.int/publications-detail/multisystem-inflammatory-syndrome-in-children-and-
adolescents-with-covid-19. ¢

Complicaciones

Clasificacion de la severidad de la COVID-19 segtin OMS ©2);

- Enfermedad leve: Paciente sintomatico (que se ajusta a la definicion de caso de la COVID-19
pero no presenta neumonia virica ni hipoxia).
- Enfermedad moderada (Neumonia):

- Adolescente o adulto: con signos clinicos de neumonia (fiebre, tos, disnea, taquipnea)
pero sin signos de neumonia grave, en particular saturaciéon de oxigeno (SpO2) > 90 % en aire
ambiente.

- Nifio: con signos clinicos de neumonia no grave (tos o dificultad para respirar mas
taquipnea o tiraje costal) y sin signos de neumonia grave.

Taquipnea (en inspiraciones/min): < 2 meses: > 60; 2—11 meses: > 50; 1-5 afios: > 40.

Aunque el diagnéstico se puede establecer por la clinica, la radiologia toracica
(radiografia, tomografia axial computarizada (TAC) y ecografia pulmonar) puede ayudar al
diagnéstico e identificar o descartar complicaciones pulmonares.

- Enfermedad grave (Neumonia grave):

- Adolescente o adulto: con signos clinicos de neumonia (fiebre, tos, disnea, taquipnea)

mas alguno de los siguientes: frecuencia respiratoria >30 inspiraciones/min, dificultad

respiratoria grave o SpO2 <90 % con aire ambiente.
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- Nifos: signos clinicos de neumonia (tos o dificultad para respirar) mas alguno de los
siguientes:

Cianosis central o SpO2 <90 %; grave dificultad para respirar (por ejemplo, taquipnea,
gemidos, tiraje costal muy intenso); signos generales de peligro: incapaz de mamar o beber,
aletargado, inconsciente o con convulsiones.

Taquipnea (en inspiraciones/min): < 2 meses: > 60; 2—11 meses: > 50
- Enfermedad critica (SDRA) Sindrome de dificultad respiratoria aguda:

- Inicio: en la semana siguiente a una lesion clinica conocida (neumonia) o aparicion de
nuevos sintomas respiratorios o empeoramiento de los existentes.

- Radiologia toracica (radiografia, TAC o ecografia pulmonar): opacidades bilaterales
que no se explican totalmente por sobrecarga de volumen, colapso lobar o pulmonar ni nédulos.

- Origen de los infiltrados pulmonares: insuficiencia respiratoria que no se explica
totalmente por insuficiencia cardiaca o sobrecarga de liquidos. Si no hay factores de riesgo es
necesaria una evaluacién objetiva (por ejemplo, ecocardiografia) para descartar una causa
hidrostatica de los infiltrados o edema.

- Oxigenacion deficiente en adultos, relacion PaO2/FiO2:

* SDRA leve: 200 mmHg < presion parcial de oxigeno (PaO2) PaO2/ Fraccion inspirada de
oxigeno (FiO2) < 300 mmHg con presion positiva al final de la espiracion (PEEP) o presion
positiva continua de las vias aéreas (CPAP) > 5 cm H20.

* SDRA moderado: 100 mmHg < PaO2/FiO2 <200 mmHg (con PEEP > 5 cm H20).

* SDRA grave: PaO2/FiO2 < 100 mmHg (con PEEP > 5 cm H20).

- Oxigenacion deficiente en nifios: Andtese el ISO (indice de saturacion de oxigeno) y
el IO (indice de oxigenacion). A ser posible, se utilizara el 10. Si no se dispone de la PaO2, se
reducira gradualmente la FiO2 para mantener la SpO2 <97 % a fin de calcular el ISO o la razon
SpO2/FiO2.

- Ventilacién binivel (ventilacion no invasiva o CPAP) > 5 cm H20O con mascarilla
facial: PaO2/FiO2 <300 mm Hg o SpO2/ FiO2 < 264.

* SDRA leve (con ventilacion invasiva): 4 <10 <8 0 5 <ISO <7,5.
* SDRA moderado (con ventilacion invasiva): 8 <10 <16 0 7,5 <ISO < 12,3.
* SDRA grave (con ventilacion invasiva): IO > 16 o ISO > 12,3.
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- Enfermedad critica (Septicemia):

Adultos: Disfuncion organica aguda y potencialmente mortal causada por desregulacion
de la respuesta del huésped a una infeccion demostrada. Signos de disfuncion organica:
Alteracion del estado mental, disnea o taquipnea, Saturacién de oxigeno baja, oliguria,
taquicardia, pulso débil, extremidades frias o hipotension arterial.

Nifios: Infeccion presunta o demostrada y > o igual a 2 criterios de respuesta inflamatoria
sistémica, uno de los cuales debe coincidir con anomalias de la temperatura y del nimero de
leucocitos.

- Enfermedad critica (Choque séptico):

Adultos: Lactato sérico >2 mmol/l e hipotension persistente, que pese a reposicion de
volemia requiera de uso de vasopresores para mantener una Presion arterial media > 65mmHg.

Ninos: Hipotension o 2 o 3 de los siguientes: Alteracion del estado mental, Bradicardia
o taquicardia, llenado capilar > 2 segundos, pulso débil, taquipnea, piel fria, hipertermia o
hipotermia, oliguria y lactato elevado.

En la experiencia con los nifios, se definen cinco posibles situaciones clinicas:

- Paciente asintomatico.

- Infeccion respiratoria de vias altas o enfermedad leve.

- Pacientes con afectacion pulmonar moderada.

- Pacientes con afectacion pulmonar grave.

- Pacientes criticos.

Pudiendo integrar las tltimas dos situaciones en la forma severa de presentacion clinica.

La clinica digestiva aparece con menos frecuencia, pero no se descarta del todo, dado
que ya se ha comprobado la eliminacion del virus por las heces durante varios dias tras la
desaparicion de los sintomas. También cabe destacar la existencia de manifestaciones cutaneas,
que van desde la erupcion generalizada hasta lesiones en extremidades similares a perniosis.
Los pacientes con infeccion de vias respiratorias altas, requieren solo tratamiento sintomatico:
como antipiréticos (paracetamol o ibuprofeno), en caso de afectacion de las vias respiratorias
inferiores, se beneficiarian con el uso de broncodilatadores en inhalador, y en caso de clinica
digestiva sueros de rehidratacion. En los casos publicados en China, se ha comunicado la
presencia de afectacion pulmonar incluso en pacientes asintomaticos, sin que fuese necesario

tratamiento antiviral ni antibiotico, al comprobarse resolucion espontanea. Los pacientes con
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evolucion desfavorable en esta primera fase pueden tener persistencia de la fiebre mas alla del
quinto dia, auscultacion cardiopulmonar alterada, desaturacion de oxigeno <92 %, taquipnea y
afectacion del estado general que precisan un manejo hospitalario.54 3%

A partir de mayo 2020, se comenzaron a reportar en Europa y Norteamerica pacientes
pediatricos que presentaron un cuadro inflamatorio multisistémico de caracteristicas similares a
la enfermedad de Kawasaki y al sindrome de choque toxico; una vez descartadas estas
patologias, asociadas inicialmente por la clinica, posterior a pruebas realizadas en el laboratorio
se confirmo que este sindrome estaba relacionado con la COVID-19. Los nifios comenzaron a
ser tratados con antiinflamatorios, incluidos corticoides e inmunoglobulinas por via parenteral
con una eficaz respuesta terapéutica. Por lo cual, la OMS se vio en la necesidad de establecer la
definicion del caso de sindrome inflamatorio multisistémico pediatrico (MIS-C, por sus siglas
en inglés) segun caracteristicas clinicas y paraclinicos, considerandose éste como una afeccion
grave relacionada con la COVID-19. Definido como: nifios y adolescentes de 0 a 19 afios con
fiebre de tres dias o mas, acompafiada de dos de los siguientes criterios: a) erupcion cutdnea o
conjuntivitis no purulenta bilateral o signos de inflamacién mucocutanea (boca, manos o pies);
b) hipotension o choque; c¢) caracteristicas de disfuncion miocardica, pericarditis, valvulitis o
anomalias coronarias (incluidos signos ecocardiograficos o valores elevados de
troponina/péptido natriurético (NT-proBNP); d) pruebas de coagulopatia (a partir del PT, el PTT
o de valores elevados de dimeros D); e) problemas gastrointestinales agudos (diarrea, vomitos
o dolor abdominal) f) Valores elevados de marcadores de inflamacion (Velocidad de
sedimentacioén globular (VSG, proteina C reactiva o procalcitonina). g) Ninguna otra causa
microbiana evidente de inflamacién, incluida la septicemia bacteriana y los sindromes de
choque tdxico por estafilococos o estreptococos. h) Pruebas de COVID-19 (pruebas antigénicas

o serologias positivas) o posible contacto con un enfermo con la COVID-19. 359

Evolucion de la infeccion por SARS-CoV-2 (COVID-19)

La enfermedad se desarrolla en tres fases (Figura 7):

- Primera fase de inicio de la infeccion y replicacion viral. Abarca los primeros 7 dias del
proceso. La PCR nasofaringea se va haciendo positiva, pero ain no se ha producido la respuesta
humoral (anticuerpos). La clinica en el nifio puede ser variada, predominando los sintomas como

fiebre y tos, seguida de la clinica gastrointestinal.
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- Segunda fase o de afectacion pulmonar. Aparece en la segunda semana de la enfermedad. La
PCR es positiva en muestras obtenidas de las vias respiratorias altas o en heces y empieza la
respuesta de anticuerpos IgM/ IgG. En las pruebas de imagen los pacientes pueden presentar
infiltrados pulmonares unilaterales o bilaterales nodulares no siempre visibles en la radiografia,
pero si en las TAC de térax.

- Tercera fase o hiperinflamatoria. Aparece a partir del dia 10-15, siendo el estadio de mayor
gravedad. Es mas frecuente que se desarrolle en el adulto mayor de mas de 65 afios, y con
enfermedades de base que empeoran el cuadro. Se produce una reaccion inflamatoria grave en
el tejido pulmonar tras la activacion de la cascada de citoquinas, provocando distrés respiratorio

grave, y puede ser causa de mortalidad hasta en un 50 % de los pacientes.®7 5%

Figura 7. Fases de evolucion COVID-19.
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Diagnostico

El diagnostico de cualquier enfermedad depende de la historia y del conjunto de
sintomas y signos que presente el paciente, valorando la situacién epidemiologica y otros
muchos datos interpretados por el profesional de salud. No hay una sola prueba diagnéstica,
sino que incluye varias posibilidades. A partir de aqui, se considera y valora la practica de

determinadas exploraciones complementarias y pruebas de laboratorio.% >
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En enfermedades infecciosas es muy importante disponer de pruebas que identifiquen
de forma rapida de qué microorganismo se trata, dado que permite tomar decisiones respecto al

manejo y tratamiento mas adecuados.

La técnica de PCR se utiliza para identificar el SARS-CoV-2, se realiza en un laboratorio
de biologia molecular y se considera el estandar de referencia para el diagnostico. La prueba
tiene una buena sensibilidad (probabilidad de que una persona con la COVID-19 tenga un
resultado positivo) y una buena especificidad (probabilidad de que una persona sin la COVID-

19 tenga un resultado negativo).

La prueba tiene ciertas limitaciones, tales como: puede ser negativa en etapas iniciales
de la infeccion, por lo que en estos casos puede proporcionar una falsa sensacion de seguridad.
Y puede persistir positiva ante la presencia de virus no viables (sin capacidad de infectar) en el

periodo de convalecencia. ¢% 37

La Administracién de Alimentos y Medicamentos de los Estados Unidos (FDA) aprobd

estos tipos de pruebas para diagnosticar una infeccion por SARS-CoV-2, entre ellas tenemos:

- Prueba de la PCR: Esta prueba para la COVID-19 detecta el material genético del virus usando
una técnica de laboratorio llamada reaccion en cadena de la polimerasa (PCR). También
conocida como prueba molecular, un trabajador del cuidado de la salud recolecta una muestra
de saliva, o de fluido nasal o de la garganta con un hisopo. Los resultados pueden estar listos en
minutos si se analizan de forma interna, o unos dias si se envian a un laboratorio externo o quizas
mas tiempo en lugares donde haya demoras en el procesamiento de los analisis. Las pruebas de
PCR son muy exactas cuando las realiza de manera adecuada un profesional de atencion médica,

pero la prueba rapida puede no detectar algunos casos.

- Prueba de antigeno: Esta prueba para la COVID-19 detecta ciertas proteinas en el virus. Se usa
un hisopo para tomar una muestra del fluido de la nariz o la garganta. Estas son pruebas mas
rapidas y menos costosas que las pruebas de PCR, la prueba de antigeno puede ser mas
conveniente si se necesita para evaluar un gran numero de personas. El resultado positivo de
una prueba de antigeno se considera muy exacto, pero hay mas posibilidad de tener un resultado

falso negativo, asi que, al hacer esta prueba, es posible estar infectado con el virus, pero tener
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un resultado negativo. Segun la situacion, el médico podria recomendar una prueba PCR para

confirmar un resultado negativo de la prueba de antigeno.

Una prueba de PCR conocida como ensayo multiplex para virus de influenza y SARS-
CoV-2 puede detectar cualquiera de tres virus al mismo tiempo: el virus de la COVID-19, el de
la influenza A y de la influenza B. Solo se necesita una muestra para hacer la prueba para los
tres virus y esto puede ser util durante la temporada de gripe (influenza). Pero un resultado
negativo no descarta la posibilidad de cualquiera de estas infecciones. Asi que el proceso de
diagndstico puede incluir mas pasos, dependiendo de los sintomas, posibles exposiciones a los

virus, y el criterio clinico del médico.®% 69

Interpretacion de los resultados

Aunque la dinamica de la infeccidon, incluida la excrecion viral en diferentes fluidos,
sigue en estudio, hasta el momento se ha podido determinar que el virus puede ser detectado al
menos 48 horas antes del inicio de los sintomas (presintomaticos), hasta 12 o 14 dias (al menos
6 o 7 dias) en muestras del tracto respiratorio superior (hisopado nasofaringeo u orofaringeo) y
hasta 20 dias (o mas) en muestras del tracto respiratorio inferior como el esputo, el aspirado
traqueal, el lavado bronquioalveolar. Figura 8. En un individuo identificado como contacto de
un caso confirmado, se debe considerar cudl es el valor agregado de realizar un ensayo de
laboratorio, teniendo en cuenta que independientemente del resultado, la indicacion es la
cuarentena durante 14 dias contados desde el dia del ultimo contacto con el caso. Si se realiza
un ensayo molecular, un resultado negativo no descarta la posibilidad de infeccion, ni descarta
la posibilidad que el contacto esté en periodo de incubacion. Si se obtiene un resultado positivo,
constituye un caso asintomatico o presintomatico y en cualquier caso se debera cumplir con el
aislamiento. En un individuo asintomatico, ya que no se cuenta con una fecha que pueda ser
utilizada como referencia, un resultado negativo de deteccion molecular puede ocurrir porque
la carga viral no es suficiente para ser detectada, porque el individuo se encuentra en el periodo
posterior a la infeccion, o simplemente porque el individuo nunca ha estado infectado. Por lo
tanto, un resultado negativo no descarta una posible infeccion. Si como parte de una btsqueda
activa (trabajadores de salud, cuidadores en residencias, entre otras.) se obtiene un resultado
positivo por deteccion molecular, el resultado constituye un caso asintomatico y el individuo

debera ser aislado.3 %9
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Figura 8. Dinamica de la infeccién por SARS-CoV-2.
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Disponible en: https://iris.paho.org/bitstream/handle/10665.2/52471/OPSIMSPHECOVID.¢?

La deteccion molecular del virus de la COVID-19 utilizando protocolos bien disefiados
suele ser muy especifica; por lo tanto, un resultado positivo confirma la deteccion del virus. Por
el contrario, un resultado negativo no siempre significa la ausencia de infeccion por el virus.
Varias razones pueden explicar un resultado negativo en una persona infectada, principalmente:

la calidad de la muestra, manipulacion, transporte o almacenamiento deficiente.%% 57

- Métodos seroldgicos

Los ensayos seroldgicos son aquellos que permiten detectar los anticuerpos (IgM, IgG o
IgA) generados como parte de la respuesta inmunitaria del individuo contra el SARS-CoV-2.
En general, la mayor proporcion de anticuerpos son producidos contra la proteina mas
abundante del virus, que es la de la nucleocapside (N). Por ello, los ensayos que detectan
anticuerpos contra esta proteina podrian ser mas sensibles. Sin embargo, los anticuerpos
dirigidos contra la proteina de unién a los receptores celulares (proteina S) suelen ser mas
especificos. Por esto, utilizar ensayos que detecten anticuerpos IgM o IgG dirigidos contra los
dos antigenos pueden tener un mejor desempefio. En cualquier caso, estos anticuerpos pueden

presentar reactividad cruzada con SARS-CoV e incluso con otros coronavirus humanos.*6 5%
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Dado que los anticuerpos (IgM/IgG) contra el virus son detectables solo alrededor del
dia 7 desde el inicio de los sintomas (en aproximadamente 50% de los casos), un resultado de
serologia negativo durante los primeros siete dias de enfermedad no puede ser usado como
criterio para descartar un caso. La sensibilidad en la deteccion de anticuerpos totales incrementa
a partir de la segunda semana tras el inicio de los sintomas; y para el dia 14 mas de 90% de
pacientes ya han desarrollado anticuerpos detectables por ensayo de ELISA (técnica de
inmunoabsorcion ligado a enzima). Sin embargo, la deteccion de anticuerpos solo indica que
hubo un contacto previo con el virus, pero no permite definir el momento en que ocurri6 el
contacto. Por ejemplo, un paciente que haya tenido contacto previo con el virus (no
necesariamente enfermo), pero que posteriormente se infecte con otro patdégeno circulante
(influenza u otro agente etioldgico) que también genere sintomas respiratorios, va a resultar
positivo para anticuerpos de la COVID-19 y suponer un diagnéstico errado; por esta razon, el
uso de la serologia por si sola para confirmar un caso, debe ser cuidadosamente evaluado. Por
otro lado, es importante tener en cuenta que la presencia de anticuerpos no necesariamente
indica proteccion. La unica manera de inferir la capacidad de neutralizacion de los anticuerpos

sera mediante una prueba de neutralizacion por reduccion de placas (PRNT). %60

Con todo esto, los ensayos serologicos tanto pruebas de ELISA como pruebas rapidas
no son considerados pruebas diagndsticas y los resultados deben ser evaluados cuidadosamente
a la luz de la informacion clinica, el resultado de otros ensayos y el contexto epidemioldgico.
Asi, su implementacion debe estar enfocada principalmente a investigaciones epidemiologicas
y estudios de seroprevalencia. Se estan comercializando numerosos productos para la deteccion
de anticuerpos (IgM / IgQG) inducidos por la COVID-19, incluidas las pruebas rapidas. Toda
prueba de este tipo debe validarse y su rendimiento en términos de especificidad y sensibilidad
debe ser analizado. Por solicitud de la OMS, se estan llevando a cabo procesos de evaluacion y
validacion de estas pruebas. Aunque, se han generado datos preliminares de validacion de
ELISA y pruebas rapidas, los resultados se basan en conjuntos de datos limitados y no todos se

han realizado con paneles de muestras bien caracterizados de pacientes con la COVID-19.68.59

Tratamiento
El tratamiento se ha dirigido a inhibir la replicacion viral y frenar el dafio pulmonar. Los

farmacos empleados han sido los antivirales en conjunto con los antibidticos si existe la
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sospecha de sobreinfeccion bacteriana (elevacion de procalcitonina y proteina C reactiva). En
la segunda y tercera fase los tratamientos empleados tienen como objetivo modular la respuesta
inflamatoria. El plasma de pacientes convalecientes se ha estudiado en los casos mas graves en

la poblacién adulta.

De acuerdo al consenso de recomendaciones terapéuticas y generales para el abordaje
médico en adultos con la COVID-19, publicado en septiembre de 2020 por la Sociedad
Venezolana de Infectologia (SVI), alrededor del 80 % de los casos sintomaticos de la COVID-
19 tienen una enfermedad leve a moderada, que no suele progresar a fases mas avanzadas. El
14 % de los casos pueden progresar en unos 7 a 10 dias a un cuadro pulmonar severo, mientras
que un 6 % siguen deteriorandose en el tiempo ante una respuesta hiperinflamatoria o de
tormenta de citoquinas, que conlleva a shock y falla de multiples 6rganos. En general, tienen
mayor posibilidad de progresion los individuos con factores de riesgo, pero eso no descarta la
posibilidad aislada que individuos aparentemente sanos puedan presentar una evolucion severa
o diversas complicaciones pulmonares, renales, cardiovasculares, neurologicas,

endocrinoldgicas, entre otras. %

Este consenso busca orientar al personal de salud en Venezuela en el abordaje
terapéutico y la atencion de las personas con la COVID-19, estableciendo recomendaciones con
base a la mejor evidencia para la fecha. Las recomendaciones no solo se limitan a definir qué
opciones terapéuticas han mostrado mayor eficacia y seguridad, sino que determina cudles
drogas carecen todavia de suficiente evidencia, y qué alternativas no deberian utilizarse por
carecer de beneficios y/o de seguridad establecida. En la Tabla 3 se resumen las

recomendaciones terapeuticas segin SVI.
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Tabla 3: Resumen de recomendaciones terapéuticas segun SVI en el espectro de la COVID-

19.

Definicion Tratamiento Otras recomendaciones

- Cumplir medidas de prevencion (mascarillas,

No han padecido
todavia COVID-19

Sin profilaxis especifica
Sin vacuna disponible

distanciamiento fisico, higiene de manos,
proteccion  ocular, evitar  reuniones,
permanecer en casa (en especial personas de
alto riesgo®)

Personas sin ningun
sintoma que tienen una
prueba directa positiva
(PCR-RT o antigénica)
para SARS-CoV-2

Ningun tratami rec
M trata
enfermedades preexistentes

Aislamiento por 10 dias

Aislamiento domiciliario debe cumplirse con

condiciones especificadas (ver texto)

Para personas con factores de alto riesgo®
eguimi frecuente  por

telemedicina

LEVE: con sintomas, sin
dificultad respiratoria
(502 >94 %), sin
evidencia de
enfermedad
respiratoria baja.

MODERADO: con
evidencia dinica o
radiologica de
enfermedad
respiratoria baja

TRATAMIENTO SINTOMATICO:

- Acetaminofén o paracetamol

- Puede usar AINES (descartar posibilidad de
dengue, y evitar en HTA y nefropatia)

-M tratami habitual bajo
supervision médica

NO SE RECOMIENDA RUTINARIAMENTE
- ANTIMICROBIANOS (como azitromicina,

doxiciclina, icilina, levofioxacina,

Hacer laboratorio e imagenes segun el caso
Aislamiento de 10 dias después de |a aparicion
de sintomas, mas por lo menos 3 dias sin
sintomas (sin fiebre, ni sintomas respiratorios).
En el aislamiento en casa los enfermos y
cuidadores deben usar mascarillas quirirgicas
En personas con factores de alto riesgo®
eguimi estricto  con
telemedicina o ingreso en centro de salud.
Vigilar  posibilidad de progresion o
P i clinico, en especial alrededor

ivermectina), en ia de al

indicacion especifica.

del dia 7 de evolucion (considerar uso de
saturometro u oximetro de pulso).

Dificuitad respiratoria
(con SpO2 <94 %, FR >
30 rpm, infiltrados
pulmonares > 50 % o
PaO2/Fi02 < 300
mmHg)

Con insuficiencia
respiratoria, falla de
muitiples organos y/o
shock séptico

OXIGENOTERAPIA: canula nasal, mascara,
mascara con reservorio, sistema Venturi,
canula nasal de akto flujo, ventilacion no
invasiva, ventilacion mecanica o ECMO
DEXAMETASONA: 6 mg diario por 7 a 10
dias u otro esteroide a dosis equivalente
REMDESIVIR: 200 mg EV el primer dia, y 100
mg EV diario del dia 2 al 5 (con preferencia
en pacientes con oxigenoterapia, pero sin
necesidad de canula nasal de alto flujo,
ventilacion no invasiva o invasiva, ni
ECMO).
PROFILAXIS
heparina de bajo peso molecular en casos
de bajo riesgo trombdtico
ANTICOAGULACION: con heparina de bajo
peso molecular o heparina no fraccionada
en ingresados en UTl o con alto riesgo
segun p jes de riesgo trombatico.
ANTIBIOTICOS: realizar hemocultivos
cultivos previos e inidar antibioticoterapia
solo en caso de sepsis, shock séptico, o
sospecha o evidencia de sobreinfeccion
bacteriana como esputo purulento.

TROMBOEMBOLICA  con

Hospitalizacion en area de aislamiento con uso
de mascarilla quirurgica o N95
Considerar estudios de
ga ia, dios de i
ingreso segun disponibilidad.
La elevacion de los niveles de Proteina C
Reactiva, Dimero D, Ferritina y el indice
Neutrofilo-Linfocito > 3 pudieran tener valor
pronostico de severidad.

Considerar oxigenacion en pronacion

El aislamiento de los casos severos debe ser
entre 15 a 20 dias del inicio de los sintomas

laboratorio,
y EKG al

Hospitalizacion en Unidad de Terapia |
con manejo multidisciplinario.

El abordaje médico de estos pacientes no
difiere en general del aplicado a otros
pacientes en condiciones de cuidados criticos,
pero si difiere en las medidas de aislamiento y
proteccion para el personal de salud.
Individualizar consideracion de pronacion o
ventilacion en pronacion

Individuali el , suspender o
modificar tratamientos habituales.

Fuente: https://www.svinfectologia.org/. ©¥
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Prevencion

Recomendaciones principales a personas susceptibles, segiin SVI ©¥):

Las medidas de prevencion son las mas importantes para evitar la posibilidad de
contagio, y éstas deben ser mas estrictas en areas geograficas de moderada o alta
transmisibilidad, en personal de salud y de primera linea, con riesgo laboral aumentado y en
personas con altas posibilidades de complicaciones por edad o comorbilidades, entre las
principales medidas de prevencion tenemos:

- Uso de mascarilla universal fuera de casa.

- Mantener distanciamiento fisico.

- El tipo de mascarilla dependera del riesgo individual o laboral.

- En el ambito de los dormitorios compartidos y areas comunes de descanso se debe considerar
el mantener el uso de mascarillas y distanciamiento en todo momento.

- Uso de lentes protectores o careta facial dependiendo de riesgo individual.

- Higiene de manos frecuente y evitar tocarse la cara.

- Evitar espacios cerrados con alto volumen de personas.

- Evitar reuniones en casa o cualquier otro sitio con personas con riesgo de contagio.

- Si va a comer fuera de casa hacerlo preferiblemente en espacios abiertos, bien ventilados, y
con medidas de distanciamiento entre los comensales, en especial en el ambito laboral.

- Si tiene factores de riesgo para infeccion severa procure permanecer en casa.

- Realizar cuarentena de 14 dias en caso de contacto estrecho con personas con la COVID-19 o
en caso de viaje reciente.

- Aplicar la vacuna anti-COVID-19 de acuerdo a esquemas aprobados por la OMS y a las

vacunas disponibles autorizadas por los servicios de salud de cada pais.

Efectos no especificos de la BCG, concepto de inmunidad “entrenada”

La base del posible uso de la vacuna BCG contra la COVID-19 radica en sus efectos no
especificos sobre el sistema inmune. Multiples estudios en ratones y humanos sugieren que la
administracion de BCG confiere un efecto protector no especifico contra las infecciones virales.
Algunos estudios clinicos, incluidos ensayos clinicos aleatorizados (ECA), mostraron una

reduccion de hasta el 50 % de la mortalidad por infecciones respiratorias y sepsis en recién
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nacidos y lactantes, inducida por BCG y un estudio en adolescentes también inform6 una
reduccion del 70 % de las infecciones del tracto respiratorio por la vacuna BCG. % 3D

La evidencia actual sobre la vacuna BCG y la prevencion de infecciones respiratorias
agudas es de alta calidad, respaldada por los resultados de 2 revisiones sistematicas (una que
incluye un metaanalisis), que proporcionan un alto nivel de evidencia para los estudios de
prevencion. Estos efectos de la BCG estan mediados principalmente por la potenciacion de la
respuesta inmune innata a través de mecanismos epigenéticos. Esta respuesta mejorada se
conoce como "inmunidad entrenada" y es muy caracteristica de la BCG, aunque no exclusiva.
Los mecanismos de las protecciones cruzadas mediadas por BCG pueden incluir respuestas Th1
y Th17 mejoradas a antigenos heter6logos y la induccién de memoria no especifica o
"inmunidad entrenada" en células inmunes innatas capaces de producir citocinas inflamatorias
cuando se ven afectadas secundariamente por una infeccion viral. Esta inmunidad entrenada
también ofrece proteccion contra una variedad de patégenos como Salmonella, Shigella,
malaria, virus respiratorios como Virus Sincitial Respiratorio (VRS) e Influenza A,y constituye
la base de su uso en cancer de vejiga, melanoma, entre otros. Sin embargo, este efecto no
especifico es de corta duracion y disminuye poco después de que el estimulo primario de la
BCG desaparece. GV

La hipdtesis que se maneja en relacion al beneficio de la BCG seria que en individuos
sanos vacunados con la BCG, los mecanismos antimicrobianos innatos estan potenciados por
una inmunidad entrenada, y es mas probable que esto conduzca a una inhibicion de la replicacion
viral, una disminucién de las cargas virales y, por consiguiente, una menor inflamacion y
sintomas. Esta hipotesis esta respaldada por la disminucion de la viremia observada después de
la vacunacion contra la fiebre amarilla en individuos que fueron vacunados previamente con la
BCG. Por el contrario, una respuesta antiviral inicial defectuosa en algunas personas con alto
riesgo (por ejemplo, adultos mayores) puede provocar altas cargas virales, la estimulacion de
una inflamacion sistémica ineficiente y una enfermedad grave. Romper el ciclo de la

inflamacion sistémica podria tener efectos beneficiosos en estos pacientes. Figura 8. G%31
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Figura 9. Inmunidad entrenada. Papel de la BCG en la pandemia de COVID-19.

7 = > |
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| Reprogramacion epigenética de monocitos |
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Fuente: O’Neill L. et al. 2020 GV
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Objetivos
General

Relacionar el perfil inmunoldgico con la expresion clinica de pacientes pediatricos con
infeccion por el SARS-CoV-2 ingresados en el Hospital de Nifios J.M. de los Rios en los

periodos comprendidos de marzo a mayo 2021 y enero a marzo 2022.

Especificos

e Determinar el perfil inmunoldgico cuantificando el porcentaje de expresion de los
marcadores de linfocitos T, linfocitos B, linfocitos NK, asi como los niveles de interferéon
tipo II gamma (IFNy), Interleucina 6 (IL-6) e Interleucina 10 (IL-10), en pacientes
pediatricos con infeccion por el SARS-CoV-2.

e Determinar la expresion clinica seglin severidad en pacientes pediatricos con la COVID-19.

e Relacionar el perfil inmunolégico de respuesta innata y adaptativa con la expresion clinica
en pacientes pediatricos con la COVID-19.

e Relacionar el perfil inmunolégico de respuesta innata y adaptativa con el grupo etario en
pacientes pediatricos con la COVID-19.

e Determinar las comorbilidades de los pacientes pediatricos con la COVID-19.

Aspectos éticos

Cuando aparece una enfermedad nueva y sobre todo en los nifios, se le anexan los
matices de una situacion limite, porque todo a su alrededor se trastoca, y los coloca ante los
médicos en situacion por demas vulnerable; la obligacion moral de los médicos es establecer
una relacion humanizada, de didlogo, de confianza, y que logren ver al paciente como un fin y
no como medio. Con el desarrollo de este estudio se generd beneficio a la sociedad, de tal forma
que resulto valiosa su realizacion teniendo en cuenta, que hasta el momento no se contaban en
Venezuela con estudios que evaluaran lo propuesto en pacientes pediatricos infectados por el
SARS-CoV-2. Recordando que toda investigacion se realiza con la premisa de no hacer dafio y
en beneficio de los sujetos involucrados. El estudio que se describe utilizdo muestras biologicas,
los procedimientos a los que se sometieron los pacientes no fueron dafiinos y correspondieron a
pruebas rutinarias realizadas durante su permanencia hospitalaria. Se explicaron y permitieron

preguntas de los padres previa autorizacion de participacion de sus hijos en el estudio, bajo
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consentimiento informado, de tal forma que los mismos no fueron forzados por el investigador
y en el caso de los adolescentes cuyas condiciones clinicas lo permitieron, se estableci6 el deseo
de los mismos de participar mediante el asentimiento informado; respetandose asi la autonomia,
dignidad, derecho de autodeterminacion, intimidad, confidencialidad de la informacion personal

y médica de quienes decidieron participar. (Anexo 1-2).

METODOS
Se estableci6 como metodologia el método cuantitativo de investigacion, donde la
constatacion se realiza mediante la recoleccion de informacion medible, orientada por conceptos

empiricos.

Tipo de estudio

El tipo de investigacion establecida fue un trabajo de campo observacional descriptivo
corte transversal prospectivo de serie de casos, teniendo como objetivo la descripcion de

variables en un grupo de sujetos por un periodo de tiempo.
Poblacion y muestra

La poblacion estuvo constituida por pacientes pediatricos con edades comprendidas
entre 29 dias y 18 afios inclusive, con infeccion por el SARS-CoV-2, ingresados en el Hospital
de Nifos J.M de los Rios, en periodo comprendido entre marzo a mayo 2021 y enero a marzo

2022.

El muestreo planteado para esta investigacion fue de tipo probabilistico aleatorio simple,
donde todos los sujetos de la poblacion tuvieron la misma posibilidad de ser seleccionados si
cumplian con el criterio de la COVID-19 confirmada mediante pruebas moleculares, pruebas
antigénicas rapidas y antecedentes epidemioldgicos, que estuvieron ingresados en el centro
hospitalario en el tiempo de estudio. Posteriormente, se dividio a la poblacion total en
subgrupos, de acuerdo a la edad para evaluar posibles diferencias; considerando clasificacion
manejada en la institucion de estudio, otras referencias como lo descrito en el tratado de Nelson
de pediatria, Sociedad Venezolana de Puericultura y Pediatria y OMS, teniendo en cuenta que

existen variaciones en la maduracion del sistema inmunoldgico segin grupo etario.

48



- Lactante menor: 29 dias a 11 meses con 29 dias.

- Lactante mayor: 12 meses a 23 meses con 29 dias.
- Preescolar: 2 afos a 6 afios 11 meses y 29 dias.

- Escolar: 7 afos a 9 anos 11 meses y 29 dias.

- Adolescente: 10 afos a 18 afios 11 meses y 29 dias.

Criterios de inclusion:

e Pacientes con infeccion por el SARS-CoV-2 confirmado a través de PCR 6 PDR
antigénica ingresados en el Hospital de Niflos J.M de los Rios en los periodos
comprendidos de marzo a mayo 2021 y enero a marzo 2022.

e Pacientes casos sospechosos de infeccion por el SARS-CoV-2 que cumplan criterios
clinicos y epidemioldgicos seglin la OMS, ingresados en el Hospital de Nifios J.M de los
Rios en los periodos comprendidos de marzo a mayo 2021 y enero a marzo 2022.

e Pacientes con caso confirmado o sospechoso de la COVID-19, ingresados en el Hospital
J.M de los Rios que cumplan con el consentimiento informado para participacion, mas
el asentimiento informado en caso de los adolescentes.

e Pacientes comprendidos entre de 29 dias de edad hasta 18 afios, inclusive.

Criterios de exclusion:
e Pacientes con infeccion respiratoria con reporte de PCR 6 PDR antigénica negativa, sin
sospecha clinico-epidemiologica de la COVID-19 ingresados en el Hospital de Nifios

J.M de los Rios en los periodos comprendidos entre marzo a mayo 2021 y enero a marzo

2022.

Técnicas e instrumento de recoleccion de datos

Las técnicas utilizadas para la presente investigacion se basaron en el disefio de
investigacion de campo descriptiva en funcion de la informacién que se pretendia recolectar
segun los objetivos de investigacion planteados. De acuerdo a esto, las técnicas empleadas

fueron:
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Observacion: mediante revision de elementos de importancia requeridos planteados en
historias clinicas de la institucion en estudio; permitiendo no s6lo observar eventos sino
ir reportando lo que se iba descubriendo.

Entrevista estructurada: Dicha entrevista se aplicd a los padres y representantes para
contextualizar los datos, una vez que revisada la informacion plasmada en la historia
clinica de ingreso en el centro, con la finalidad de constatar informacion suministrada

por ¢éstos, generando un didlogo dirigido segin datos requeridos y nueva informacion.

Entre los instrumentos que se usaron para recopilar la informacion necesaria para objeto

de estudio, se establecieron:

Ficha de registro: La misma se disefid estipulando: fecha de realizacion, numero de
paciente, datos de filiacion (nombres, apellidos, edad, sexo, fecha de nacimiento),
presencia de comorbilidades (diabetes, nefropatias, cancer, cardiopatias,
inmunodeficiencias primarias, infecciéon por VIH, patologias neuroldgica cronica,
asma), fecha de inicio sintomatologia, sintomas presentados, fecha de diagnostico de
infeccion por el SARS-CoV-2 confirmada por la PCR, clasificacién diagnéstica segiin
severidad por la OMS (asintomatico, leve, moderado, severo), examen fisico
(diagnostico nutricional por antropometria segun patrones de crecimiento de la OMS),
tratamiento recibido: antibidticos: azitromicina/cefalosporina de tercera generacion,
esteroide sistémico (;cual?, dosis, tiempo), esteroide inhalado, anticoagulacion (;cual?,
dosis, tiempo), inmunoglobulina humana (dosis) complicaciones: MIS-C 6 coinfeccion.

(Anexo 3).

Variables

Variables independientes: Expresion clinica (sintomas/clasificacion segun severidad, tiempo de

evolucidn, tratamiento con inmunomoduladores y complicaciones), Aspectos biosocial: Edad y

sexo, estado nutricional e inmunizaciones (BCG, anti-influenza, anti-neumococo) y

comorbilidades.

Variables dependientes: Porcentajes de linfocitos T, porcentaje de linfocitos B, porcentaje de

linfocitos NK, niveles de IFN-y, niveles de IL-6 y niveles de IL-10.
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Area de la investigacién: area COVID-19 destinada para pacientes hospitalizados con caso

confirmado o sospechoso de infeccion por el SARS-CoV-2 del Hospital de nifios J.M de los

Rios, las muestras bioldgicas fueron procesadas en el laboratorio del instituto de inmunologia

Dr. Nicolas E. Bianco C. UCV.

Procedimientos

Se le practicé una puncidén venosa para obtener 2 tubos de 2-3 ml de sangre periférica

uno con EDTA vy otro tubo seco o tapa roja.

Dicha muestra fue distribuida para los siguientes procedimientos:

Analisis de valores hematologicos.
Aislamiento de células mononucleares de sangre periférica para la identificacion y
cuantificacion de linfocitos T, linfocitos B y linfocitos NK.

Andlisis de niveles de IFN-y, IL-6, IL-10 por técnica de ELISA.

Equipos necesarios:

Centrifuga.
Contador hematologico ACT- DIFF Beckam Coulter.
Campana de flujo laminar.

Citometro de flujo EpicsXIBeckmanCoulter.

Anticuerpos y fluorocromos:

Anticuerpo anti- human CD3/ PeCy5 Biolegend

Anticuerpo anti-human CD8a/PE Biolegend

Anticuerpo anti-human CD4/FITC Biolegend

Anticuerpo anti-human CD4/PE Biolegend.

Anticuerpo anti-human CD20/ PE Biolengend.

Anticuerpo anti-human CD19/PeCy5 Biolegend.

Anticuerpo anti-human CD3/FITC (CD16+CD56) PE cocktail Biolegend.

Evaluacion de parametros hematologicos:

Las muestras se analizaron por el contador hematologico ACT DIFF de la casa comercial

BeckmanCoulter.

Marcaje de superficie para las siguientes poblaciones celulares:
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- Linfocitos T: (CD3/CD4/CD8).
- Linfocitos NK y NKT: (CD16/CD56/CD3).

- Linfocitos B: CD19/CD20.

Procesamiento:

1. Se tomaron 50ul de sangre periférica.

A

linfocitos.

Recursos humanos

Agregd 5-20ul del anticuerpo monoclonal.

Para luego anadir Paraformaldehido 4%.

Se incubo durante 30 minutos a temperatura ambiente en oscuridad.

Se realizo andlisis por citometria de flujo haciendo gating sobre la poblacion de
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Soriuska IDIUCV Laboratorio Basico experimentos. | 04262055599 | Sori_mayo@hotmail.com
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Lic. Wendy| IDIUCV Laboratorio Bioanalista | Ejecucion de |0414-1284557 |wendymartinez3003@gmail.co
Martinez experimentos. m
Dr. Alexis IDIUCV Analisis e alexisgarcia27@gmail.com
Garcia Extension Tutor |interpretacion de| 04146094759
datos
residente de|  Analisis e
Dra. Francis maestria en |interpretacion de drafranciscrespo@gmail.com
Crespo IDIUCV Clinica Inmunologia| datos, manejo | 04141009195
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Financiamiento
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Cronograma de actividades realizadas

Periodo 2021-2022
Actividades

I Trimestre 2021 IIyIIl III Trimestre 2021 III Trimestre
Trimestre Iy II Trimestre 2022 2022
2021

Revision de Bibliografia
Realizar Marcaje de
superficie y cuantificacion
de subpoblacién
linfocitaria T y linfocitos B
Medicion de niveles de
Interferon tipo 11, IL-6 e
1L-10.
Resultados
Analisis estadisticos
Interpretacion de
resultados

Tratamiento estadistico adecuado

En un primer nivel de andlisis, se aplicaron técnicas propias de estadistica descriptiva
permitiendo organizar, sintetizar, describir sus caracteristicas mas relevantes y presentar la
informacion de un grupo dado de datos, sin extraer conclusiones (inferencias) sobre la poblacion
de estudio. Estableciendo tablas de frecuencias absolutas y relativas para la representacion
grafica de las variables. Esto permiti6 la organizacion de los datos y facilitd la comparacion de
frecuencia de parametros en las muestras estudiadas; los calculos necesarios para la elaboracion
de los mismos se realizaron con el programa Microsof Excel.

Posteriormente, se calculd la media aritmética y desviacion estandar a las variables
continuas, en el caso de las variables nominales, se calculd sus frecuencias y porcentajes. Las
correlaciones entre los marcadores inmunoldgicos se evaluaron con coeficiente de correlacion
de Pearson. Se utilizd el modelo de andlisis factorial de componentes principales para
determinar las relaciones intrinsecas, previo al analisis, se determiné la factibilidad de llevar a
cabo este procedimiento utilizando las medidas de Kaiser-Meyer-Olking y la prueba de
esfericidad de Bartlett para probar la validez de la matriz de datos, las varianzas explicativas se
calcularon a partir del modelo de componentes principales y se utilizé la rotacion varimax para
determinar las correlaciones finales. En el caso de las relaciones de marcadores inmunologicos
y los indicadores epidemioldgicos se utilizé un analisis de modelo lineal general multivariante

(MLGM o MANOVA), donde se incluyeron como variables predictoras todos los marcadores
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inmunologicos y como variables independientes: la edad, el uso de esteroides, diagndstico
nutricional y la severidad de la infeccion por el SARS-CoV-2. Se calcularon también las
medidas del tamano del efecto como indicador directo del impacto de las variables
epidemioldgicas usando el estadistico eta parcial (h?) y se utilizaron los siguientes valores para
la interpretacion de dicho estadistico: h>< 0,01 como efecto pequefio o no importante, h? entre
0,02 a 0,14 como efecto medio o importante, y h?> mayor de 0,14 como efecto grande o
sumamente importante. Para validar la consistencia de los modelos de MANOVA, se utiliz6 el
estadistico de Traza de Pillai como indicador de factibilidad en la ejecucion del mismo, siendo
que este estadistico varia entre 0 y 1, para valores cercanos a la unidad, se considera que el
modelo de MANOVA se puede llevar a cabo sin problemas. Se consider6 un valor como

estadisticamente significativo si p < 0,05. Los datos fueron tabulados con STATA 17. (62

RESULTADOS

La muestra estuvo conformada por 72 pacientes pediatricos de acuerdo a los criterios de
inclusion y exclusion anteriormente descritos, de los cuales: 30 (42%) presentaban reporte de
PCR para SARS-CoV-2 positivo, 22 (30,5%) PDR antigénica para SARS-CoV-2 positiva y 20
(27,5%) casos sospechosos para la COVID-19 segun criterios clinicos/epidemioldgicos, 34
(47,2%) fueron sexo masculino y 38 (52,8%) femenino; en la distribucion por edad, 10 (13,9%)
fueron lactantes menores, 16 (22,2%) lactantes mayores, hubo 21 (29,2%) preescolares, 17
(23,6%) escolares y 8 (11,1%) adolescentes. En cuanto a la severidad por infeccion por el SARS-
CoV-2, 38 (52,8%) fue leve, 26 (36,1 %) moderado y 8 (11,1%) severo. Al describir el
diagndstico nutricional de estos pacientes se encontrdo que 25 (34,7%) con desnutricion, 44
(61,1%) normales o eutroficos y 3 (4,2%) diagnosticados con obesidad-sobrepeso. La frecuencia
de comorbilidades fue de 20 (27,8%), de las que destacaron, 7 (35%) pacientes con asma, 5
(25%) con cancer, 5 (25%) con nefropatia, otros 2 (10%) con hemoglobinopatia y 1 (5%)
paciente con diabetes mellitus tipo 1. Se registraron 29 (40,3%) pacientes con complicaciones,
siendo éstas: 22 (30,6%) MIS-C, 6 (8,3%) coinfeccion bacteriana y 1 (1,4%) coinfeccion viral.
Por ultimo, de los tratamientos indicados en estos pacientes, 30 (41,7%) no recibieron esteroides
ni inmunoglobulina y 42 (58,3%) recibieron tratamiento con esteroides o inmunoglobulina,
entre los esteroides recibidos: dexametasona constituyo6 la mayoria con 30 (71,4%), seguido de

hidrocortisona 5 (11,9%), metilprednisolona 4 (9,5%) y 3 (7,2%) recibieron dexametasona con
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inmunoglobulina. De acuerdo a la sintomatologia referida, la fiebre 66 (91,6%) fue el principal,
seguido de tos 56 (77,7%) y diarrea 38 (52,7). Ver tabla 1, Grafico 1-8.

La tabla 2 muestra los coeficientes de correlacion de Pearson, de los marcadores
inmunologicos, los leucocitos tuvieron correlacion lineal y positiva con porcentajes de linfocitos
T (r=0,681; p < 0,05), CD3+ (r = 0,679; p < 0,05), CD4+ (r = 0,608; p < 0,05) y CD8+ (r =
0,465; p <0,05). Los linfocitos, tuvieron correlacion lineal y significativa con CD3+ (r = 0,870;
p <0,05), CD4+ (r =0,719; p < 0,05) y CD8+ (r = 0,683; p < 0,05), también con el marcador
IL-6 (r=0,303; p <0,05). El CD3+ tuvo correlacion lineal y positiva con CD4+ (r=0,813; p <
0,05) y CD8+ (r = 0,783; p < 0,05) pero inversa con linfocitos NK (r = -0,245; p < 0,05). El
linfocito T CD4+, con correlacion lineal y positiva con linfocito T CD8+ (r = 0,349; p < 0,05)
y la relacion CD4+/CD8+ (r = 0,473; p < 0,05), y también inversa con linfocito NK (r =-0,264;
p < 0,05). EL linfocito TCD8+ solo se correlaciond positiva e inversamente con la relacion
CD4+/CD8+ (r = -0,311; p < 0,05). La relacion CD4+/CD8+ no se correlacioné con ningun
marcador. Los linfocitos NK tuvo una correlacion lineal y positiva con NKT (r = 0,465; p <
0,05) pero inversa con IL-10 (r =-0,268; p < 0,05). Los linfocitos NKT tuvieron una correlacion
significativa e inversa con linfocito B CD19+/CD20+ (r = -0,290; p < 0,05) y con IL-10 (r = -
0,288; p < 0,05). Los linfocitos B CD19+/CD20+ se correlacionaron positiva y linealmente con
IL-6 (r=0,318; p <0,05) e [IL-10 (r = 0,305; p < 0,05).

Luego de indagar las correlaciones lineales entre los marcadores inmunologicos, se
procedio a ejecutar un analisis de los factores, con la finalidad de conocer las variables latentes
o subyacentes, para este analisis, se emple6 el método de extraccion basado en componentes
principales, cuya finalidad fue estudiar el total de varianza explicada. Previo a la corrida de este
andlisis, se calcularon los indicadores para evaluar la factibilidad de aplicar el analisis factorial,
asi, se calculdé la medida de adecuacion de Kaiser-Meyer-Olkin que fue 0,878, la cual es
considerada como medida de adecuaciéon buena, adicionalmente, se aplic6 la prueba de
esfericidad de Bartlett que compard la matriz de correlacion observada con la matriz de
identidad, esto con la finalidad de conocer si los datos estan suficientemente relacionados, el
valor del estadistico de prueba fue %> = 377,459 (p < 0,001) lo que indico que es posible llevar
a cabo el procedimiento de componentes principales para extraccion de factores en esta muestra.

La tabla 3 resumi6 las medidas obtenidas de la extraccion de componentes la matriz de

datos analizada, se detectaron 5 componentes a partir del criterio de autovalores de correlacion
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mayor de 1,000. Los 5 componentes explican el 77,9% del total de la variacion de los valores
de la matriz de datos. Siendo que el primer componente explica el 24 %, seguido del segundo
componente que explica el 17,9 %, la tercera componente explica el 15,9%, el cuarto
componente el 11,3% y el quinto componente explica apenas el 8,9% de la variacion de
informacion.

Con el fin de no recargar el andlisis, se procedid a reportar los componentes y sus
respectivas variables explicativas. En el primer componente, hubo correlacion de las variables
CD3+, CD4+, CD19+/CD20+ e IL-6; en el segundo componente, correlacion6 CD4+, IL-6,
relacion CD4+/CD8+ y CD8+; el tercer componente solo tuvo correlacion con leucocitos; el
cuarto componente, con NK y NKT, e IL-10; y el ultimo componente, la menos explicativa,
correlacion6 IFN-gamma e IL-10.

A partir de la tabla 5, se analizaron las relaciones de marcadores inmunologicos y las
variables bio-sociales.

En el diagnostico nutricional, tabla 5, se asociaron las variables CD4+, relacion
CD4+/CD8+ y CD8+; hubo diferencia en el porcentaje de linfocitos T CD4+, en pacientes con
sobrepeso estuvo disminuido (13 £ 8 %), mas elevado en pacientes normales (32 £ 12 %) y en
comparacion con este ultimo grupo, en desnutridos, estuvo disminuido (27 £+ 14 %) y fueron
diferencias estadisticamente significativas (F = 4,100; p = 0,022; n? = 0,128); en el caso de la
relacion linfocitos TCD4+/CD8+, se reporté mas disminuida en pacientes con sobrepeso-obesos
(0,44 + 0,39), asi como el grupo que presentaba desnutricion (1,42 + 1,02) y estuvo mas elevada
en pacientes con nutricion normal, en comparacion con los grupos anteriores (2,02 + 0,89) y fue
una diferencia estadisticamente significativa (F = 4,107; p = 0,022; h?> = 0,128); por tltimo,
también se encontrd diferencias en el porcentaje de linfocitos T CD8+ y el diagnostico
nutricional, mas elevado en pacientes con sobrepeso-obeso (35 = 19) mientras que en
desnutricion estuvo disminuido (22 + 10) y mucho mas disminuido en normales (20 = 9) con
diferencia estadistica significativa entre grupos (F = 3,836; p = 0,027; h?> = 0,121). El resto de
los marcadores no se relacion6 al diagnostico nutricional. Ver grafico 9-10.

En la tabla 6, sobre el efecto del uso de los esteroides, se dicotomizd, entre aquellos que
recibieron esteroides (n = 42) y los que no recibieron esteroides (n = 30). El mayor efecto de
administrar esteroides se observé en IL-10, estando mas elevado en el grupo que se utilizd

esteroides (28 + 3 pg/ml) respecto al grupo que no recibid esteroides (12 = 2 pg/ml) y fue
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estadisticamente significativo (F = 8,828; p = 0,004; h? = 0,134); seguido del porcentaje de
linfocitos B CD19+/CD20+, donde se encontr6 disminuido en pacientes que no recibieron
esteroides (17 = 8 pg/ml), respecto al grupo que si recibi6 esteroides (29 + 15 pg/ml) y fue una
diferencia estadisticamente significativa (F = 8,560; p = 0,005; h>=0,131); en relacion al contaje
leucocitario, éste estuvo aumentado en aquellos pacientes que recibieron esteroides (11955 +
5453 mm?), en comparacion con los que no recibieron esteroides (7120 = 2384 mm?®) mostrando
una diferencia estadisticamente significativa (F = 7,987; p = 0,003; h? = 0,131); el porcentaje de
linfocitos T CD4+, fue mayor en pacientes que no recibieron esteroides (35 = 12 %) en
comparacion con los que si recibieron (25 £ 13 %) y también fue una diferencia estadisticamente
significativa (F = 5,658; p = 0,021; h? = 0,121); otro efecto del uso de esteroide fue sobre el
porcentaje de linfocitos T CD3+, los pacientes que no recibieron esteroides, presentaron
porcentajes mas elevados (60 = 14 %) en comparacion con quienes si recibieron esteroides (51
+ 17 %) y fue una diferencia estadisticamente significativa (F = 4,763; p = 0,033; h> = 0,119).
El porcentaje de linfocitos NK, también tuvo diferencias con el uso de esteroides, aumentados
en aquellos pacientes en los que no se utiliz6 el esteroide (9,1 + 5,1 %) mientras que en los
pacientes que si se usd, estuvieron disminuidos (6,7 + 4,6 %) y hubo diferencia estadistica
significativa (F = 4,771; p = 0,033; h> = 0,117) y por tltimo, la concentraciéon de IL-6, estuvo
aumentada en pacientes en los que se utilizd esteroides (50 + 14 pg/ml) mientras que, en los
pacientes que no se utilizo, estaba disminuida (5 = 2 pg/ml) y hubo diferencia estadistica
significativa (F = 4,529; p = 0,0038; h? = 0,115). El resto de los marcadores inmunoldgicos no
se asoci6 con el uso de esteroides. Ver grafico 11-12.

En la tabla 7, de acuerdo a la severidad clinica, solo hubo efecto sobre 2 indicadores
inmunologicos las concentraciones de IL-6 y el contaje de leucocitos, en pacientes con
enfermedad leve, la concentracion de IL-6 fue 15 £ 9 pg/ml, mientras que aquellos pacientes
con infeccion moderada fue 25 + 11 pg/ml y en pacientes con enfermedad severa, la
concentracion de IL-6 se elevo a 121 + 62 pg/ml, con diferencias estadisticas significativas entre
grupos (F = 10,445; p < 0,001; h> = 0,297). Finalmente, los pacientes con enfermedad leve,
mostraron contaje leucocitario menor 8039 + 3300 con tendencia a la leucopenia, pacientes con
enfermedad moderada 10550 + 4483, mientras que los pacientes con enfermedad severa 16988
+ 7003, presentaron contajes leucocitarios mayores con tendencia a leucocitosis, con diferencias

estadisticas significativas entre grupos (F = 10,150; p < 0,001; h?> = 0,266). Ver grafico 13.
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Y en la tabla 8, se evaluo el efecto de la edad sobre los indicadores inmunolégicos, la
IL-10 tuvo su mayor concentracion en lactantes mayores (35 + 22 pg/ml), seguido de pacientes
en edad preescolar (25 + 8 pg/ml), escolares (15 £ 9 pg/ml), adolescentes (12 £ 9 pg/ml) y
lactantes menores (10 + 5 pg/ml), siendo ésta mas baja en el tltimo grupo, en comparacion con
el resto de los grupos de edades y hubo diferencia estadistica significativa entre grupos (F =
4,032 p=0,006; h?>=0,285); también se observo efecto de la edad sobre el contaje de leucocitos,
siendo en orden de magnitud de los valores mas altos a los mas bajos, en lactantes menores
(14920 £+ 1078 mm3), lactantes mayores (14151 + 638 mm3), preescolares (13245 =473 mm3),
escolares (12564 + 311 mm3) y adolescentes (8272 = 615 mm3), con una diferencia estadistica
significativa entre los grupos (F = 3,329; p = 0,017; h? = 0,198); y por ultimo, la edad influyd
en las concentraciones del [IFN-gamma, encontrandose mas elevado en pacientes adolescentes
(484 £ 110 pg/ml), preescolares (259 + 98 pg/ml), seguido de los pacientes escolares (103 = 98
pg/ml) y en lactantes mayores se observo la menor concentracion (95 + 32 pg/ml) de todos los
grupos, con una diferencia estadistica significativa entre los grupos (F = 2,606; p = 0,046; h2 =
0,162). Ver grafico 14-16.

Y en la tabla 9, se evaluo el efecto de los indicadores inmunoldgicos en pacientes que
presentaron MIS-C respecto a los que no presentaron MIS-C; siendo el porcentaje de linfocitos
B y la concentracion de IL-6, los parametros donde se observo un mayor efecto, observandose
porcentajes de linfocitos B mas altos en pacientes con MIS-C (36 + 14) en comparacion con los
pacientes sin MIS-C (19 £ 11), reportandose dicha diferencia estadisticamente significativa (F
=21,821p=<0,001; h>=0,277) y respecto a la IL-6 se obtuvo mayor concentracion en pacientes
con MIS-C (76 + 26 pg/ml), con relacion con pacientes sin MIS-C (12 + 3) con una diferencia

estadistica significativa entre grupos (F = 7,573p = 0,008; h? = 0,117). Ver grafico 17.
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DISCUSION

Esta investigacion constituye una de las primeras y mas actualizadas revisiones, que
proporciona una vision integral de la infeccion por el SARS-CoV-2 en pacientes pediatricos
venezolanos; teniendo como proposito evaluar el perfil inmunoldgico de infeccion por el SARS-
CoV-2 en pacientes pediatricos venezolanos, especificamente los ingresados en el area COVID-
19 del Hospital de Nifios J.M de los Rios en Caracas, Distrito Capital; determinando el
comportamiento tanto de componente celular como los mediadores de inflamacion y
correlacionarlo con los factores inherentes al paciente como grupo etario, presencia de
comorbilidad, estado nutricional y su influencia en la severidad clinica de la COVID-19. A
continuacion se discutiran los principales hallazgos de este estudio.

En base a los resultados obtenidos, se puede deducir que los pacientes pediatricos tienen
un comportamiento desde el punto de vista de respuesta inmune frente a la infeccion por el
SARS-CoV-2, distinta a lo reportado hasta la fecha en la poblacion adulta, inclusive
obteniéndose diferencias entre grupos etarios de la poblacion infantil; condicionado por el
periodo de maduracioén inmunolédgica que implica la edad pediatrica. De acuerdo, al analisis de
los resultados de este estudio se puede afirmar que el paciente pediatrico muestra una tendencia
a presentar la COVID-19 en forma leve, los pacientes que presentaron forma grave 6 severa de
la enfermedad fueron menores de 5 afios y en su mayoria presentaron algun grado de
desnutricion o factores de riesgo que se relacionaron con el desarrollo y progresion de la
enfermedad. Las manifestaciones clinicas mas comunes de los pacientes pediatricos con la
COVID-19 fueron fiebre, tos y diarrea. En cuanto a la respuesta inmune celular y de citocinas,
se observo una correlacion positiva entre valores de leucocitos, linfocitos T, linfocitos B y
niveles de IL-6, lo que indica que, ante leucocitosis, los porcentajes de linfocitos T, B y niveles
de IL-6 eran mayores, ello a diferencia de la tendencia a leucopenia y linfopenia descrito en la
poblacion adulta. En cuanto a los porcentajes de linfocitos T CD4+ y linfocitos T CD8+ se
observd una correlacion positiva e inversa con la relacion linfocitos T CD4+/CD8+, lo cual
sugiere una posible tendencia en la poblacion pedidtrica a una respuesta similar a la de tipo Th2
ante la infeccion por el SARS-CoV-2. Al evaluar linfocitos NK y NKT se correlacionaron
positivamente pero inversamente con los niveles de IL-10, dado que ademas de efectos
antinflamatorios, esta citocina favorece un perfil Th2 e inhibe la respuesta Th1l. Asimismo, se

observo una correlacion positiva entre niveles de IL-6, IL-10 y linfocitos B (CD19+/CD20+) lo
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cual es consistente con la posibilidad de un predominio de la respuesta Th2, la cual es promotora
de produccion de anticuerpos T dependientes, y una relacion inversa con linfocitos NKT, células
efectoras de la respuesta Thl. Esto podria explicarse por la inmadurez inmunoldgica en la
poblacion pediatrica sobretodo en lactantes, donde existe una respuesta antiviral menos
desarrollada y una respuesta de inmunidad adquiridad especifica menos preparada.

La complicacion con mayor prevalencia presentada fue el MIS-C, el cual represento el
30,6 % (22) de los pacientes, en su mayoria lactantes y preescolares (18: 81,8%), quienes
mostraron inicialmente enfermedad leve. En vista del elevado nimero de pacientes con MIS-C,
no consistente con los porcentajes de pacientes pediatricos que presentan dicha complicacion,
segun reportes de estudios publicados hasta la fecha, se sugiere la posibilidad del
sobrediagndstico, considerando diagnosticos diferenciales, paraclinicos realizados y disponibles
en la institucion al momento del ingreso, asi como, adquisicion de experiencia y pericia de los
profesionales de salud de dicho centro, que les correspondid evaluar por primera vez casos de
la COVID-19 con dicha complicacion. Sin embargo, resulta importante considerar y analizar
dicho grupo de pacientes en cuanto a perfil de respuesta celular y de citocinas, y su correlacion
con afectacion sistémica.

De acuerdo a las comorbilidades presentadas por los pacientes incluidos en el estudio,
el asma (7: 35%) constituyd la de mayor frecuencia, seguida del cancer (5: 25%), nefropatias
(5:25%) hemoglobinopatias (anemia drepanocitica) (2: 10%) y diabetes mellitus tipo 1 (1: 5%),
dichos pacientes con comorbilidades en su mayoria presentaron enfermedad leve, sélo el 1/3 de
los pacientes (6: 30%) desarrollaron enfermedad moderada 6 severa, siendo la mayoria pacientes
con enfermedad renal crénica en terapia de sustitucion renal (4: 20%) y pacientes oncologicos
(2: 10%); condiciones que modifican la eficiente respuesta inmunitaria frente a patégenos; por
otro lado, en los pacientes que presentaron asma independientemente del fenotipo y control, no
se observd un mayor riesgo de enfermedad grave, siendo ello similar a lo que se plantea en las
revisiones, donde no se considera el asma como factor de riesgo de susceptibilidad y severidad

en la COVID-19.
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Cuando realizamos evaluacion de aspectos biosociales (estado
nutricional/comorbilidades/severidad clinica), tratamiento con esteroides y relacién con
respuesta inmune celular y de citocinas, observamos:

o Inicialmente, que los pacientes con algun grado de malnutricién por déficit o exceso
(desnutricion, sobrepeso, obesidad) mostraron porcentajes mas bajos de linfocitos T CD4+ y
relacion linfocitos T CD4+/CDS8+, dicho hallazgo es consistente con alteraciones de la
inmunidad celular y alteraciones metabodlicas secundarias a la malnutricion, lo cual también
influye en la severidad clinica, siendo la mayoria de los pacientes severos desnutridos. Por otro
lado, los porcentajes de linfocitos T CD8+ fueron mayores en pacientes con malnutricién por
exceso, lo cual dada la capacidad de los adipocitos para secretar leptina y otros mediadores
capaces de estimular la activacion de linfocitos T CD8+, que preceden el acumulo de
macrofagos y favorecen la respuesta inflamatoria local; las llamadas adipocinas son
consideradas el vinculo entre el metabolismo y la inmunidad, por lo cual, la alta patogenicidad
de la COVID-19 en pacientes adultos obesos, podria resultar de la activacion prolongada de los
linfocitos T por parte del tejido adiposo, su agotamiento y reduccion de la capacidad citotoxica
antiviral inicial. Aunque existen publicaciones que confirman la desregulacion inmune celular
y humoral condicionada por la malnutricién, no existen analisis similares en pacientes
pediatricos con infeccion por el SARS-CoV-2 y desnutricion hasta la fecha para comparar.

o En relacion al tratamiento recibido se encontraron diferencias e impacto entre
celularidad y niveles de citocinas, entre aquellos pacientes que habian recibido esteroides
sistémicos o inmunoglobulina endovenosa y los que no habian recibido tratamiento con
esteroides; en aquellos pacientes que recibieron esteroides se observo aument6 de los niveles
de IL-10, IL-6, aumento de porcentaje de linfocitos B CD19+/CD20+, disminucion de
porcentaje de linfocitos T CD3+ CD4+ y linfocitos NK; estas diferencias son parte de los efectos
por via gendmica de los esteroides, los cuales favorecen modulacion de la respuesta inflamatoria
induciendo la apoptosis de los linfocitos T, produciendo una polarizacién de los linfocitos T
hacia Th2, reducen la estabilidad de los ARNm para numerosas citocinas entre ellas la IL-6,
disminuye la produccion de factores quimiotacticos y favorece la produccion de citocinas
antiinflamatorias como la IL-10, citocina producida por los linfocitos Th2 con capacidad de
inhibir la sintesis de IFN, reduciendo las células efectoras de dicho sentido como los linfocitos

NK. Finalmente, el aumento en las concentraciones de IL-6 por efecto de la administracion de
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esteroides resulta contradictorio con su mecanismo de accion, ésta constituye un marcador de
inflamacion de interés en los pacientes con enfermedad moderada 6 severa y MIS-C, lo cual
podria estar asocia al aumento encontrado en los pacientes, ya que eran éstos, quienes tenian
criterio de recibir tratamiento con esteroides. No se incluy6 en el analisis la dosis ni tiempo de
esteroides recibido, por lo cual dicha elevacion se plantea que podria no estar asociada
directamente con la administracion de esteroides.

o La prevalencia de la COVID-19 moderada o severa, fue mayor en nifios menores de 2
afos, lo cual sugiere la necesidad de evaluar y dar seguimiento exhaustivo a infecciones por el
SARS-CoV-2 en lactantes, correlaciondndose positivamente los niveles de IL-6 con mayor
severidad, destacandose el papel de este biomarcador en la inflamacion sistémica de los
pacientes pediatricos. El cual, podria ser de utilidad al estimular la sintesis en higado de la
proteina C reactiva, mantener seguimiento indirecto del mismo, a través del reactante de fase
aguda, de mayor disponibilidad y menor costo.

o Entre los principales hallazgos diferenciales de niveles de citocinas y celularidad en
relacion al grupo etario, se destacan los niveles mas altos de IL-10 y contaje de leucocitos en
lactantes, en relacion a preescolares, escolares y adolescentes, lo cual se considera parte del
comportamiento fisiologico esperado segliin la madurez del sistema inmune, donde el nimero
de leucocitos es alto al nacer con aumento en las primeras 12 semanas, seguido de descenso y
estabilidad durante los primeros 2 afios, para luego continuar un descenso progresivo en las edad
preescolar, escolar y adolescente hasta alcanzar valores similares al adulto. Predomina un mayor
porcentaje de linfocitos en los menores de 2 afos; tendencia que se va modificando con la edad
hasta alcanzar en la adolescencia formula leucocitaria con predominio de porcentaje de
neutrofilos, similar a los adultos. Resulta imperativo considerar los rangos normales de
leucocitos dependientes de la edad antes de afirmar si un paciente pedidtrico cursa con
leucocitosis o leucopenia. En relacion a los niveles de IL-10, recordando que son los linfocitos
Th2 en mayor proporcion quienes segregan dicha citocina, favorecen la respuesta humoral e
inducen la produccion de anticuerpos frente a la infeccion por el SARS-CoV-2; se destaca la
tendencia del lactante a expresar citocinas de respuesta Th2, con niveles mas bajos de IFN- v,
lo que probablemente sugiere una menor capacidad de respuesta Thl en este grupo etario; con
respuesta celular antiviral mas eficiente en escolares/adolescentes y con respuesta humoral

antiviral dominante en lactantes y preescolares.
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. Con respecto a los niveles de IFN-y, se observaron concentraciones mas altas en
preescolares, escolares y adolescentes que en lactantes, lo cual se correlaciona con sugiere una
probable mayor tendencia a establecer respuestas de tipo Thl, respuesta celular antiviral mas
robusta en nifios mayores de 2 afios, condicionado por la inmadurez inmunologica en la
respuesta linfocitaria especifica de los lactantes.

La respuesta inmune a la infeccion por el SARS-CoV-2 parece ser un factor critico en el
desarrollo y pronostico de los pacientes con la COVID-19. Es por ello, que, a través de los datos
obtenidos en esta investigacion, es posible establecer y aclarar algunas hipdtesis planteadas
acerca del comportamiento de la poblacion pediatrica frente a la infeccion por el SARS-CoV-2,
su menor tendencia a desarrollar formas graves y menor mortalidad; al comparar los resultados
de este estudio con otras cohortes pediatricas y metaanalisis realizados, encontramos:

o Qiuh, et al. 2020 3 Realiz6 en Zhejang, China un estudio prospectivo entre enero-marzo,
donde se evaluaron 36 pacientes pediatricos con infeccion por el SARS-CoV-2 concluyendo
que el 75% (27) de los casos presentaron enfermedad leve, los sintomas principales presentados
fueron fiebre (86%) y tos seca (29%) y mas del 55% de los casos eran pacientes menores de 5
afios, lo cual coincide con los hallazgos de nuestro estudio.

o Lu, X. et al. 2020 3 Evaluaron en el Hospital Infantil de Wuhan, China, inico centro para
mes de enero-febrero asignado para la atencidon de pacientes pediatricos con infeccion por el
SARS-CoV-2 y concluyeron que de los 171 pacientes incluidos en el estudio, la fiebre fue el
sintoma principal, la mayoria de los pacientes se encontraban en edades menores a 5 afios y el
75 % de los mismos, la infeccion se correlaciond con transmision de un miembro del hogar
(adulto como primer caso); dichos hallazgos, fueron similares a los observados en nuestro
estudio, donde la mayoria de los pacientes presentan edad menor a 5 afios, la fiebre fue el
sintoma cardinal; y aunque no se considero la transmision, se tomé como criterio de inclusion
el contacto epidemioldgico intradomiciliario con un adulto con la COVID-19 confirmado.

o Cur Pierce C, ef al. 2020 % Realizaron un estudio retrospectivo comparativo entre
pacientes pediatricos y pacientes adultos con la COVID-19, hospitalizados en el Centro Médico
Montefiore en el Bronx Nueva York, que incluyo 65 pediatricos y 60 adultos, evaluando las
respuestas inmunes celulares, humorales y de citocinas; encontrando como complicacion mas
frecuente en la poblacion pediatrica el MIS-C, mayor porcentaje de linfocitos T en pediatricos

en relacion con adultos, menores concentraciones de IFN-y en pacientes pediatricos en relacion
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con adultos, considerando que dichas concentraciones tenian valores mas altos a mayor grupo
etario (adolescentes); y concentraciones mas bajas de IL-6 en pacientes pediatricos con
enfermedad leve 6 moderada, dichos hallazgos son similares a los encontrados en nuestro
estudio, donde los niveles de IFN-y fueron mayores en escolares y adolescentes, la mayor
complicacién encontrada fue MIS-C y los porcentajes de linfocitos T fueron mayores a menor
grupo etario, concluyendo una menor tendencia a linfopenia en la poblacion pediatrica, en
relacion a los hallazgos hasta la fecha, en estudios de adultos con infeccion por el SARS-CoV-
2.

o Rehman S, et al. 2020 % Realizaron una revisioén de 3 series de casos de estudios de
nifios infectados por el SARS-CoV-2 en China, la primera serie incluyd 20 pacientes de
Zhejiang, segunda 34 pacientes Shenzhen y la tercera 6 pacientes Wuhan; reportando mayor
frecuencia en general de enfermedad leve >65 % casos, sintomas mas frecuentes referidos fiebre
y tos, niveles mas bajos de IL-6 e IFN-y en pacientes lactantes, concluyendo una menor
respuesta antiviral especifica en la poblaciéon infantil. Dichos hallazgos fueron similares a los
observados en nuestro estudio, donde la mayoria de nuestros pacientes tuvieron una enfermedad
leve, los sintomas que predominaron fue la fiebre seguido de tos, y las concentraciones de IFN-
v fueron mas bajas en lactantes (< 2 afios) en relacion a escolares y adolescentes; concluyendo
una respuesta antiviral menos robusta en lactantes.

. Huang W, et al. 2020 % Realizaron un metaanalisis donde se evaluaron los porcentajes
de linfocitos T CD4+, linfocitos T CD8+, linfocitos B, NK en pacientes pediatricos con
enfermedad grave, sin alteraciones relevantes en estos parametros en la enfermedad leve; lo cual
se correlaciona con los hallazgos encontrados en nuestro estudio donde el parametro de mayor
relevancia que se modificé en pacientes severos fue la IL-6, sin alteraciones significativas en el
porcentaje de linfocitos T ni B.

o Posfay-Barbe, K. et al. 2020 ¢ Realizaron un estudio entre marzo-abril en un Hospital
Ginebra-Suiza, con 56 pacientes pediatricos con la COVID-19, reportando una enfermedad leve
40 (71,4%) de los casos evaluados en dicho centro y como sintoma principalmente referido
fiebre 82 %, seguido de tos 67%; asimismo, Shah K, et al. 2021 en una revision de la infeccion
por el SARS-CoV-2 en pacientes pediatricos y Cui X, ef al. 2020 en un metanalisis realizado,
concluyen que la fiebre y la tos son los sintomas que se presentan en la mayoria de los casos y

que los pacientes que evolucionaron a enfermedad grave o severa comprendieron en su mayoria
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menores de 2 afios, lo cual se relaciona con lo reportado en este estudio; sin embargo, no se
considero en dichos estudios el factor de malnutricion encontrado en la mayoria de los pacientes
que presentaron enfermedad severa en esta investigacion (5/8= 62,5%).

o Abrams, E. et al. 2020 7 Realizaron una revision acerca del asma en pediatria y la
COVID-19, concluyendo que optimizar el manejo del asma sigue siendo la principal
intervencion para mantener estos niflos sanos, que es necesaria una vigilancia continua para
reducir exacerbaciones ante infeccion por el SARS-CoV-2, ya que son los determinantes
sociales como estado nutricional y acceso a servicios de salud quienes ejercen un mayor impacto
en la poblacion infantil con asma para exacerbaciones y riesgo de severidad en la COVID-19,
mas no el asma por si sola, de acuerdo a lo evaluado. Similar a los resultados de nuestro estudio
donde no se encontrd una relacion entre la presencia de asma como comorbilidad y enfermedad
grave.

o Adir Y, et al. 2021 %8 Realizaron una revision evaluando los fenotipos del asma y su
importancia en la evaluacion del riesgo de infeccidon y gravedad por infeccion por el SARS-
CoV-2, observando que en fenotipos Th2 altos existia una reduccion de riesgo de severidad en
contraste con pacientes con fenotipos Th2 bajos; el uso de corticoesteroides inhalados en €stos
pacientes reducia la expresion en el tracto respiratorio del ACE2, concluyendo que el asma no
es un factor de riesgo para infeccion ni gravedad en la COVID-19 y que no se ha descrito un
mayor riesgo de exacerbaciones del asma en pacientes con la infeccion. Nuestro estudio presenta
similitudes con lo descrito en la revision anterior, la mayor tendencia a respuesta Th2 segun los
determinantes celulares y citocinas evaluadas, asi como, la no asociacién de asma con gravedad
de la enfermedad.

o Toraih E, ef al. 2021 ® Realizaron un metaanalisis que incluia 15 articulos con grupos
de pacientes pedidtricos con infeccion por el SARS-CoV-2, cuyo marcador inflamatorio de
mayor relevancia fue la IL-6, donde reportaron concentraciones medias de 189 pg/ml en
pacientes graves. Resultados similares a nuestro estudio, donde se encontré una relacion
estadisticamente significativa entre los niveles de IL-6 y mayor severidad clinica, con
concentraciones medias de 136 pg/ml, cercanas a lo antes descrito.

o Rudan 1, ef al. 20217° Realizaron un metaanalisis y concluyeron que los pacientes
pediatricos presentaban infecciones por el SARS-CoV-2 levemente sintomaticas, sin embargo,

sugieren prestar atencion a los niflos, ya que estos podrian ser agentes que mas que facilmente
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propagan la infeccion a los adultos con mayor riesgo de severidad y mortalidad; consistente con
éste estudio en cuanto a la tendencia leve de la COVID-19 en los pacientes evaluados, se sugiere
hacer énfasis en la vigilancia en menores de 2 afos, no solamente por ser contactos para los
adultos, sino por la posibilidad en éstos de presentar mayor tendencia a enfermedad moderada-
severa y mayores complicaciones, explicadas por su inmadurez en la respuesta inmune
especifica.

o Giacalone, ef al. 2021 7! Realizaron una revision de casos de pacientes que presentaron
MIS-C, observandose en la mayoria elevacion de IL-6, proteina C reactiva, fibrindgeno y
ferritina, resultados consistentes con lo reportado en nuestro estudio, donde los pacientes que
presentaron MIS-C, mostraron concentraciones mas elevadas de IL-6, en comparacion con los
pacientes sin MIS-C; considerandose éste como un marcador inflamatorio de seguimiento y
pronostico.

Este estudio tiene varias limitaciones, entre ellas, la poca disponibilidad de estudios de
cohortes pediatricas que incluyeran evaluacion de celularidad, citocinas y aspectos bio-sociales
del paciente a nivel internacional y regional; las dificultades para el traslado de las muestras y
procesamiento en el laboratorio clinico, dada distancia geografica del mismo con la institucion
hospitalaria; la escasa disponibilidad de informacion detallada sobre valores normales de
citocinas inflamatorias evaluadas en las edades pediatricas. Por ultimo, la poca cantidad de
pacientes con enfermedad grave, lo cual podria inducir en parte un sesgo, sin embargo, los
pacientes pediatricos se caracterizan por una tendencia leve y menor mortalidad segun distintos
metaanalisis descritos, y los datos aportados en la investigacion se considerarian completos para

un hospital habilitado para la atencion de nifios con la COVID-19.
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Conclusiones

Este trabajo de grado demuestra y confirma la evidencia publicada hasta la fecha desde
el establecimiento de la pandemia por la OMS en marzo 2020, donde diferentes estudios de
casos en pacientes pediatricos con infeccion por el SARS-CoV-2 establecian una enfermedad
menos grave que los adultos, pero con igual posibilidad de contagio. Presentando en la mayoria
de los casos incluidos en este estudio enfermedad leve.

Respecto al perfil de expresion de citocinas y respuesta celulares evaluadas, esta
investigacion arroja datos que sugieren una tendencia a menor edad, de predominio de respuesta
Th2, inductora produccion de anticuerpos T dependientes y una relacion linfocito T
CD4+/CD8+ dominante, con impacto o afectacion de dicha respuesta en condiciones que
favorezcan desregulacion o modulacién de la respuesta inmune, como malnutricion por
déficit/exceso y administracion de esteroides sistémicos, en mayor medida el uso de la
dexametasona incluso en casos leves de la enfermedad. En pacientes pediatricos mayores de 5
afios, sobre todo adolescentes, se observé concentraciones mas elevadas de IFN- vy, favoreciendo
una respuesta de perfil Thl, con respuesta celular protagonica ejercida por los neutrdfilos,
macrofagos, linfocitos NK, NKT y linfocitos T CD8+, consistente con porcentajes mas altos de
NK, NKT y linfocitos T CD8+ en escolares y adolescentes, inversamente proporcional a niveles
de IL-10 y relacion linfocitos T CD4+/CD8+.

Con relacion a los biomarcadores que influyen en la severidad clinica de la COVID-19
en poblacion pediatrica se logrdé constatar que la IL-6, constituye el pardmetro de mayor
influencia en la inflamacion sistémica; con tendencia a elevacion de contaje de leucocitos en la
enfermedad moderada o grave, sin significancia estadistica de otros parametros celulares como
porcentaje de linfocitos o linfopenia asociada a severidad y descrita en adultos.

La presencia de algunas comorbilidades como nefropatias y cancer se asocidé con mayor
severidad clinica y riesgo de mortalidad, patologias que per se condicionan tanto por disfuncion
organica como por terapias recibidas, alteraciones en la respuesta inmune tanto celular como
humoral. Sin embargo, la presencia de asma como comorbilidad, no se asocid con mayor
gravedad, y similar a la reciente evidencia, se concluye que la misma no constituye un factor de
riesgo para contagio o severidad de la COVID-19 en poblacion pediatrica venezolana.

Finalmente, se destacan las diferencias encontradas en porcentajes de linfocitos T CD4+,

T CD8+ y relacion linfocitos T CD4+/CD8+, entre pacientes eutr6ficos o con peso normal y
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malnutricion, lo cual demuestra la repercusion notable del estado nutricional en la inmunidad;
siendo nuestra investigacion la primera en documentar dicho impacto, en pacientes pediatricos
con la COVID-19 en Venezuela.

Esta investigacion arroja datos de una cohorte de 72 pacientes de la poblacion pediatrica
venezolana, por los que seria importante aplicarlo en una muestra mas amplia. Incluir estudios
solo en pacientes que presentan MIS-C, con la finalidad de establecer respuestas inmunes
celulares, humorales y de citocinas, en esta complicacion particular y frecuente; considerando
fundamental la profundizacion de estos estudios sobre la COVID-19 en nifios, muy presente en

la actualidad.
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ANEXOS
ANEXO 1

CONSENTIMIENTO
Titulo: INFECCION POR SARS-COV2 EN PACIENTES PEDIATRICOS: PERFIL
INMUNOLOGICO Y SU CORRELACION CLINICA
Institucion: Instituto de Inmunologia UCV.
Sede donde se realizara estudio: Hospital de Nifios Dr. José Manuel de los Rios.
Investigador principal: Francis Crespo Serrano.

Introduccion

Se le esta solicitando su autorizacidn para que su representado/a participe en un estudio
de investigacién denominado: INFECCION POR SARS-COV2 EN PACIENTES
PEDIATRICOS: PERFIL INMUNOLOGICO Y SU CORRELACION CLINICA que
realiza la Dra. Francis Crespo como parte de la maestria que estd cursando en el Instituto de
Inmunologia de la Universidad Central de Venezuela. Se ha seleccionado a su representado
porque presenta la enfermedad de COVID-19. El proposito del estudio es conocer la respuesta
del sistema inmunologico de los pacientes pediatricos ante la infeccion, lo que permitira saber
mas sobre la enfermedad y asi poder encontrar mejores tratamientos.
La participacion de su hijo es completamente voluntaria, si no desea que la haga, su médico
continuara con la atencion habitual y su negativa no generara ningun inconveniente.
,Por qué se realiza el estudio?
El proposito de esta investigacion es evaluar la respuesta del sistema inmune de los nifios y
adolescentes ante la enfermedad COVID-19. Este sistema es como un ejército que defiende al
organismo ante cualquier agresion, y esta constituido por células y otros elementos con nombres
complicados.
JEn qué consiste la participacion de su representado en el estudio?
Si acepta que su hijo/a participe, lo primero que debera hacer es firmar este consentimiento
informado. Luego le haremos

e Preguntas sobre antecedentes médicos, sintomas presentados, tratamiento recibido.

¢ Y haremos mediciones de su peso y talla para evaluar su estado nutricional.

e Pruebas de sangre: se tomardn dos muestras de sangre de 2-3cc, tratando de que
coincidan con la extraccion de las muestras para realizacion de los examenes de
laboratorio-solicitados por el médico tratante. En estas muestras se evaluaran: células T,
células B, células NK y niveles de interferones. Las muestras sobrantes no seran
utilizadas para otros exdmenes, a menos que usted como representante lo autorice.

. Qué riesgo tendra su hijo si participa en el estudio?

Su hijo tendré riesgos relacionados con la extraccion de la muestra de sangre por venopuncion,
sentird dolor leve como pinchazo, en algunos casos hematomas que mejoran con medidas
locales y en casos excepcionales puede presentarse inflamacién de la vena, infeccién o
trombosis localizadas.

. Tendra beneficios por participar?

Es probable que su hijo no se beneficie directamente con este estudio, pero el mismo brindara
conocimientos que podrian ser ttiles a otras personas que tengan la misma enfermedad.

. Qué gastos tendremos si nuestro/a hijo/participa en el estudio?

Usted no tendra gasto alguno.
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.Nos pagaran por la participacion de nuestro hijo/a? No se les pagara por la participacion
de su hijo/a en este estudio.
. Podemos retirar nuestro consentimiento, aiin luego de haber aceptado? Si ustedes pueden
cambiar de opinion en cualquier momento. Deben notificar al médico del estudio por escrito
sobre su decision.
. Como mantendran la confidencialidad de sus datos personales? Los datos que identifiquen
a su hijo/a seran tratados en forma confidencial como lo exige la Ley. La ficha de recoleccion
de datos y las muestras seran identificados mediante un codigo que solo conoce el investigador.
En caso de que los resultados de este estudio sean publicados en revistas médicas o presentados
en congresos médicos, su identidad no sera revelada.
(A quiénes podemos contactar si tenemos dudas sobre el estudio y los derechos de
nuestro/a hijo/a como participante de un estudio de investigacion?

Sobre el estudio: contactar al Investigador Principal: Dr. Francis Crespo al 0414-
1009195, direccion: Instituto de Inmunologia UCV.

Consentimiento voluntario

He recibido una explicacion satisfactoria sobre el procedimiento del estudio, su
finalidad, riesgos, beneficios y alternativas. He quedado satisfecho con la informacién recibida,
la he comprendido, se me han aclarado todas las dudas y comprendo que la participacion de mi
representado/a es voluntaria. Otorgo mi consentimiento para él y conozco mi derecho a retirarlo
cuando lo desee, con la tnica obligacion de informar la decision al médico responsable del
estudio.

Nombre y apellido del participante

Representante: Nombre Cédula Firma
Investigador: Nombre Cédula Firma
Testigo: Nombre. Cédula. Firma
Fecha:
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ANEXO 2
ASENTIMIENTO INFORMADO

Titulo: INFECCION POR SARS-COV2 EN PACIENTES PEDIATRICOS: PERFIL

INMUNOLOGICO Y SU CORRELACION CLINICA

Hola mi nombre es Francis Crespo Serrano y estoy realizando una investigacion denominada
INFECCION POR SARS-COV2 EN PACIENTES PEDIATRICOS: PERFIL
INMUNOLOGICO Y SU CORRELACION CLINICA como parte de la maestria que
estoy cursando en el Instituto de Inmunologia (IDI) de la Universidad Central de Venezuela,
El propdsito del estudio es conocer como responde el sistema inmunoldgico de los nifios y
adolescentes ante la infeccion por el virus COVID-19 y para ello queremos que nos apoyes. El
sistema inmunoldgico es como un ejército que defiende al organismo ante cualquier agresion y
estd conformado por células y otros elementos con nombres extrafnos, algunos de los cuales
vamos a estudiar.

Tu participacion consistird en responder unas preguntas sobre tu enfermedad y antecedentes
personales, realizarte mediciones de peso, talla y circunferencia del brazo izquierdo y
permitirnos tomar 2 muestras de tu sangre de 4 cc cada una para realizar las mediciones.
Trataremos de que coincidan con las tomas de muestras para los exdmenes que te indiquen en
el servicio, para “puyarte” lo menos posible.

Es tu decision participar o no en el estudio, es decir, aun cuando tus padres o representantes
hayan dado su autorizacion, si ti no quieres ser incluido puedes decir que no. También es
importante que sepas que, si en un momento dado ya no quieres continuar en el estudio, no habra
ningin problema, o si no quieres responder a alguna pregunta en particular, tampoco habra
problema.

Toda la informacién que nos proporciones serd manejada en forma-confidencial. Esto quiere
decir que no diremos a nadie tu nombre y datos personales tus respuestas, ni resultados de

mediciones, sélo lo sabran las personas que forman parte del equipo de este estudio.

Si aceptas participar, te pido que por favor pongas una sefial (¥') en el cuadrito de abajo que
dice “Si quiero participar” y escribe tu nombre.

Si no quieres participar, no pongas ninguna (¥'), ni escribas tu nombre.

[ ] Si quiero participar
Nombre del paciente:

Investigador: Nombre Cédula Firma
Testigo: Nombre Cédula Firma
Fecha: de de .

ANEXO 3
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Tabla 1.
Distribucion de pacientes pedidtricos con infeccion por SARS-CoV-2 segun caracteristicas

epidemiologicas.

Variables n %
Sexo

Masculino 34 47,2

Femenino 38 52.8
Edad

Lactante menor 10 13,9

Lactante mayor 16 22,2

Preescolar 21 29,2

Escolar 17 23,6

Adolescente 8 11,1
Severidad COVID-19

Leve 38 52.8

Moderado 26 36,1

Severo 8 11,1
Diagnéstico nutricional

Desnutricion 25 34,7

Normal 44 61,1

Sobrepeso-obeso 3 4,2
Comorbilidades

Si 20 27,8

No 52 72,2
Complicaciones

No 43 59,7

Coinfeccidn bacteriana 6 8,3

Coinfeccion viral 1 1,4

MIS-C 22 30,6
Tratamiento recibido

Sin esteroides 30 41,7

Dexametasona 30 41,7

Hidrocortisona 5 6,9

Metilprednisona 4 5,6

Dexametasona+inmunoglobulina 3 4,2
Sintomatologia

Fiebre 66 91,6

Tos 56 77,7

Diarrea 38 52,7

Descripcion: Esta tabla muestra la distribucion segiin frecuencia de la informacion acerca de
las variables independientes, aspectos bio-social y clinico de los pacientes, de acuerdo a los
datos recolectados en las fichas de registro. Fuente: Calculos propios.
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Matriz de correlacion de indicadores inmunologicos en pacientes pedidtricos con infeccion por SARS-CoV-2

Tabla 2.

e E
e S~ ~
: < 2 S 2
E °\° Q ~ ~ - =
S g -~ -~ ~ a = a £ £ %
3 £ S S S © 9 s O 3 2 £
= 8 ~ ~ ~ ~§ é ~ = bln ~ =
: £ & 2 & S Z g2 & £ % =
- = ) ) o e z z ) = = =
Leucocitos (mm®) 1,000 - - - - - - - - - - B}
Linfocitos totales (%) - 1,000 - - - - - - - - - -
Linfocito TCD3+ (%) - - 1,000 - - - - - - - - -
Linfocito TCD4+ (%) - - 0,763* 1,000 - - - - - - - -
Linfocito TCD8+ (%) - - 0,406* - 1,000 - - - - - - -
Relacion CD4+/CD8+ - - - 0,549* -0,634* 1,000 - - - - - -
NK (%) -0,277* - - - - 1,000 - - - - -
NKT (%) -0,245% - 0,273*  0,289% - 0,464* 1,000 - - - -
Linfocitos B « « N N )
CD19+/CD20+(%) 0,475 - -0,574*  -0,417* -0,343* - - - 1,000 - -
IFN-gamma (pg/ml) - - - - - - - - 1,000 - -
IL-6 (pg/ml) 0,287* - -0,425* -0,280* -0,250*% - - - 0,318*% - 1,000 -
IL-10 (pg/ml) 0,308*% - -0,300* -0,331* - -0,268* -0,287* 0,305 - - 1,000

* correlacion estadisticamente significativa con p < 0,05

Descripcion: Esta tabla muestra las correlaciones lineales y positivas, asi como las correlaciones con significancia inversa cuando se
evaluaron parametros inmunolégicos celulares y citocinas. Fuente: Calculos propios
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Tabla 3.
Analisis factorial de la varianza total explicada de indicadores inmunologicos en
pacientes pedidtricos con infeccion por SARS-CoV-2.

Autovalores iniciales

% de %
varianza acumulado

Componentes  Total

1 2,89 24,0 24,0
2 2,15 17,9 42,0
3 1,90 15,8 57,8
4 1,35 11,3 69,0
5 1,07 8,9 77,9
6 0,77 6,4 84,4
7 0,64 5,3 89,6
8 0,50 4,2 93,8
9 0,43 3,6 97,4
10 0,18 1,5 98,9
11 0,11 0,9 99,8
12 0,02 0,2 100,0

Descripcion: Esta tabla muestra los componentes de la matriz de datos analizados, dichos
componentes explican la mayoria de la variacion de los valores de la matriz de datos. Se
establecieron 5 componentes: 1. correlacion de las variables CD3+, CD4+, CD19+/CD20+ e
IL-6; 2. correlacion6 CD4+, IL-6, CD4+/CD8+ y CD8+; 3. correlacién con linfocitos y
leucocitos; 4. Linfocitos NK y NKT, e IL-10; y 5. correlacion6 IFN-gamma ¢ IL-10.
Fuente: Célculos propios.
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Tabla 4.

Analisis factorial: matriz de componentes rotados (definitivos) de indicadores
inmunologicos en pacientes pedidtricos con infeccion por el SARS-CoV-2.

Componentes
Variables 1 2 3 4 5
Linfocitos TCD3 + (%) 0,930 - - - -
Linfocitos TCD4 + (%) 0,865 0,414 - - -
CDlL;ri%C]l)tggf (%) 0,672 i i i i
IL-6 (pg/ml) -0,454 0,418 0,330 - -
Relacion CD4+/CD8+ - 0,921 - - -
Linfocitos T CD8+ (%) 0,309 -0,843 - - -
Linfocitos totales (%) - - 0,923 - -
Leucocitos (mm3) - - 0,890 - -
NK (%) - - - 0,874 -
NKT (%) - - - 0,758 -
IFN-gamma (ng/ml) - - - - 0,914
IL-10 (pg/ml) -0,397 - - -0,405 -0,502

Meétodo de extraccion: analisis de componentes principales.

Meétodo de rotacion: Varimax con normalizacion Kaiser.

La rotacion ha convergido en 6 iteraciones.

Descripcion: Esta tabla muestra los componentes de la matriz de datos analizada, dichos
componentes explican la mayoria de la variacion de los valores de la matriz de datos.

Fuente: Calculos propios.
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Tabla S.
Analisis multivariante de varianza (MANOVA) del perfil inmunologico en pacientes
pedidtricos con COVID-19 de acuerdo a su diagndstico nutricional.

Diagndstico nutricional

2

Variables Desnutricion  Normal Sobrepeso- p o
obeso parcial
" 25 44 3 ; ; ;
Linfocitos T CD4+ (%) 27+ 14 32+12 13+13 4,100 0,022 0,128

Relacion CD4+/CD8+ 1,42+ 1,02 2,02+ 1,36 0,44 + 0,39 4,107 0,022 0,128

Linfocitos T CD8+ (%) 22+ 10 20+9 35+19 3,836 0,027 0,121
Leucocitos (mm3) 2698 + 1690 40802780 3828 £ 1158 2,057 0,137 0,068
IFN-gamma (ng/ml) 131+ 100 246 + 112 471 £100 1,779 0,178 0,060
Linfocitos NK (%) 84+54 7,1 £4,6 10,7+ 4,0 1,096 0,341 0,038
Linfocitos T CD3+ (%) 52+16 56+ 16 50+ 21 0,904 0,411 0,031
Linfocitos totales (%) 33+ 17 39+ 20 35+22 0,878 0,421 0,030
NKT (%) ,50+1,21 1,31+ 1,23 0,34 + 0,26 0,825 0,444 0,029

IL-6 (pg/ml) 33+ 19 35+18 21+ 11 0,611 0,546 0,021
IL-10 (pg/ml) 26+ 11 22+ 10 14+9 0,045 0,956 0,002
CD19/CD20 (%) 24+ 16 25+13 23+ 19 0,057 0,945 0,002

Traza de Pillai: 0,518 (p = 0,162)
h? del modelo: 0,259

Descripcion: Esta tabla muestra los componentes de la matriz de datos analizada, muestra
diferencias entre porcentajes de linfocitos TCD4+, linfocitos TCD8+ y la relacion
CD4+/CD8+ en relacion con el estado nutricional. Fuente: Calculos propios.
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Tabla 6.

Analisis multivariante de varianza (MANOVA) del perfil inmunologico en pacientes

pedidtricos con la COVID-19 de acuerdo a la administracion de esteroides.

Recibio esteroides

Variables Si No
n 42 30 F p n? parcial

IL-10 (pg/ml)* 28 +3 12+2 8,828 0,004 0,134
CDraeses +B(% ) 29+ 15 1738 8560 0,005 0,133
Leucocitos (mm?) 11955 + 5453 7120 + 2384 7,987 0,003 0,131
Linfocitos T CD4+ (%) 25+13 35+12 5,658 0,021 0,121
Linfocitos T CD3+ (%) 51+17 60 + 14 4,763 0,033 0,119
Linfocitos NK (%) 6,7 +4,6 9,1 5,1 4,771 0,033 0,117
IL-6 (pg/ml)* 50+ 14 5+£2 4,529 0,038 0,115
Linfocitos totales (%) 34 +17 41420 1,350 0,250 0,029
NKT (%) 1,02 £ 0,89 1,78 £ 0,78 1,633 0,206 0,028
Linfocitos T CD8 + (%) 21+10 22+9 0,104 0,749 0,002
Relacion CD4+/CD8+ 1,62 + 1,23 1,92 + 1,34 0,094 0,760 0,002
IFN-gamma (ng/ml)* 217 +97 215+ 100 0,001 0,979 0,000

Traza de Pillai: 0,348 (p < 0,001)
N2 parcial: 0,388 (p=10,011)

Descripcion: Esta tabla muestra el impacto en los porcentajes de linfocitos T, linfocitos B y

citocinas en relacion con la administracion de esteroides. Fuente: Célculos propios.
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Tabla 7.
Analisis multivariante de varianza (MANOVA) del perfil inmunologico en pacientes
pedidatricos con COVID-19 de acuerdo a severidad de COVID-19.

Severidad de la COVID-19

Variables Leve Moderado Grave F p M2 parcial
n 38 26 8 - - -

IL-6 (pg/ml)* 19+8 23+4 121 £ 62 10,445 < 0,001 0,272
Leucocitos (mm*)* 8039 + 3300 10550 + 4483 16988 + 7003 10,150 < 0,001 0,266
IL-10 (pg/ml) 18+ 11 27+15 32+£15 2,109 0,131 0,070
CDIL;if‘(’:nggf(% : 23413 24+ 13 34421 1,344 0,269 0,046
Linfocitos totales (%) 40+ 19 37+19 27 +13 0,955 0,451 0,033
NKT (%) 1,62 +0,97 1,13+£0,79 0,66 0,39 0,930 0,401 0,032
Linfocitos TCD8+ (%) 21+9 2111 24 +£11 0,687 0,507 0,024
NK (%) 8,5+53 7,1+4,7 6,1 £3,6 0,651 0,526 0,023
Linfocitos TCD4+ (%) 31+14 27+13 27+13 0,382 0,684 0,013
IFN-gamma (ng/ml) 235+ 118 194 + 107 212+ 174 0,095 0,910 0,003
Linfocitos TCD3+ (%) 55+ 16 54£16 53+20 0,096 0,908 0,003
Relacion CD4+/CD8+ 1,87+ 1,36 1,55+0,91 1,79 £0,88 0,083 0,920 0,003

Traza de Pillai: 0,564 (p = 0,086)
h2 parcial: 0,456 (p = 0,007)

Descripcion: Esta tabla muestra los componentes de la matriz de datos analizada, observand
ose el parametro de significancia estadistica en relacion con la severidad clinica, reportando
la IL-6 como el marcador de mayor significancia. Fuente: Calculos propios.
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Tabla 8.
Analisis multivariante de varianza (MANOVA) del perfil inmunologico en pacientes pedidtricos con la COVID-19 de acuerdo a grupo etario.

GRUPO ETARIO
Variables LME LMA P E A F p h2 parcial
n 10 16 21 17 8 - - -

IL-10 (pg/ml) 10+£5 35+22 25+8 15+9 12+9 4,032 0,006 0,230
Leucocitos (mm3) 4920 +£2522 4151 £ 2553 3245+ 1178  2564+1074 2872+ 1324 3,329 0,017 0,198
IFN-gamma (ng/ml) 194 £ 45 95+32 259 £ 98 103 £ 98 484 £ 110 2,606 0,046 0,162
NKT (%) 1,05+ 0,87 1,28 +0,93 1,10 + 0,87 2,00+ 0,98 1,02 £ 0,93 2,319 0,069 0,147
NK (%) 7,7+4,4 6,7+4,9 6,6 £4,0 9,9+6,5 8,0+33 2,056 0,099 0,132
CD1L9hg(():C1i)t§(S)E(% , 314 29+ 13 29+ 16 19411 1611 2056 0,099 0,132
IL-6 (pg/ml) 94 +32 17+£8 34+£19 9+£5 23+ 12 1,849 0,133 0,120
Linfocitos totales (%) 38+20 37+ 20 34+ 20 37+ 14 43 +£22 0,888 0,477 0,062
Relacion CD4+/CD8+ 1,88 0,97 1,91 +£0,97 1,64 £0,91 1,86 +0,88 1,25+0,71 0,796 0,533 0,056
Linfocitos TCD3+ (%) 54+£21 50+ 14 53+15 60+18 56+ 14 0,688 0,603 0,049
Linfocitos TCD8+ (%) 22+15 20+ 10 20+ 8 34+16 29+ 14 0,562 0,691 0,040
Linfocitos TCD4+ (%) 26+ 15 27+12 28 11 34+£15 29+ 14 0,307 0,872 0,022

Traza de Pillai: 0,782 (p = 0,004)
h2 parcial: 0,315 (p =0,001)
LME: lactante menor; LMA: lactante mayor; P: preescolar; E: escolar y A: adolescente. Fuente: Calculos propios.

Descripcion: Esta tabla muestra el efecto de la edad sobre los indicadores inmunolégicos, observandose que la IL-10, contaje leucocitario y el
IFN- v, son los de relevancia estadistica; mostrando la tendencia de respuesta inmune por edades, segun el perfil de citocinas dominante.



Tabla 9.
Relacion de parametros inmunoldgicos en pacientes con MIS-C

MIS-C
Variables Si No
n 22 50 F p h? parcial
CDII;T/%’]C;;‘(’&?% " 36+ 14 19411 21,821 <0,001 0,277
IL-6 (pg/ml)* 76 + 26 12+3 7,573 0,008 0,117
Leucocitos (mm?®) 11968 £ 5272 9048 + 4692 4,517 0,038 0,073
NK (%) 6,5+4,5 8,3+5,0 3,583 0,063 0,059
Linfocitos TCD3+ (%) 48 +19 58+ 14 3,030 0,087 0,050
Linfocitos TCD8+ (%) 19+9 23+10 2,834 0,098 0,047
IL-10 (pg/ml) 2819 19 £ 10 2,098 0,153 0,036
Relacion CD4+/CD8+ 1,81 £1,09 1,71 £ 0,98 1,357 0,249 0,023
Linfocitos TCD4+ (%) 25+ 14 31+13 0,524 0,472 0,009
NKT (%) 1,06 £0,97 1,46 = 1,05 0,467 0,497 0,008
[FN-gamma (ng/ml) 244 + 58 178 + 53 0,433 0,513 0,008
Linfocitos totales (%) 3517 38 +20 0,107 0,744 0,002

Traza de Pillai: 0,784 (p = 0,072)

Descripcion: Esta tabla muestra los parametros inmunoldgicos celulares y citocinas evaluadas en pacientes pediatricos con MIS-C, en relacion
con los pacientes que no presentaron MIS-C, destacandose el porcentaje de linfocitos B y las concentraciones de IL-6, como los elementos de
mayor significancia estadistica. Fuente: Calculos propios.
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Grafico 1.

Distribucion de pacientes pediatricos infectados por el SARS-CoV-2
segun sexo

38; 52,8 % N=72

34; 47,2 %

® Femenino = Masculino

Nota: se muestra en el siguiente grafico la distribucion de los pacientes segin sexo, integrados en su
mayoria por pacientes femeninos. Fuente: calculos propios en Microsof Excel.

90



Grafico 2.

Distribucion de los pacientes pediatricos con infeccion por el
SARS-CoV-2 segun severidad clinica

LEVE 38
MODERADO 26

SEVERO 8 N=172

= LEVE MODERADO =SEVERO

Nota: el siguiente grafico ilustra la distribucién de los pacientes pediatricos con infeccion por
el SARS-CoV-2 segun severidad clinica, mostrandose en la mayoria enfermedad leve.
Fuente: célculos propios en Microsof Excel.
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Grafico 3.

Distribucion de pacientes pediatricos con la COVID-19 segin grupo etario

17; 23,6% N= 72

» LACTANTE MENOR = LACTANTE MAYOR = PREESCOLAR ESCOLAR = ADOLESCENTE

Nota: el siguiente grafico ilustra la distribucion de los pacientes pediatricos con la COVID-19 seglin grupo etario;
representando la mayoria de los pacientes menores de 5 afos. Fuente: calculos propios en Microsof Excel.
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Grafico 4.

Distribucion de pacientes pediatricos con la COVID-19 por grupo
etario y severidad clinica

Adolescente [N [ 11.1%
Escolar NN 5 e
Preescolar I ; .
Lactante mayor [ 8 - 22,2%
I

Lactante menor 5 13,9%

(=]

5 10 15 20 25

mLeve Moderado m Severo

Nota: se muestra en el siguiente grafico la distribucion de los pacientes pediatricos con infeccion por SARS-
CoV-2 segun grupo etario y la severidad clinica, observandose que la mayoria de los casos severos menores
de 5 afios. Fuente: calculos propios en Microsof Excel.
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Grafico 5.

Relacion de pacientes pediatricos con MIS-C y la severidad clinica
N=22

Moderado 40,9%

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Nota: se muestra en el siguiente grafico la distribucion de los pacientes pediatricos que
presentaron MIS-C 22 y la relacion con la severidad clinica presentada previo al desarrollo d
el MIS-C. Fuente: célculos propios en Microsof Excel.
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Grafico 6.

Distribucion de pacientes pediatricos con la COVID-19 segiin
severidad clinica y comorbilidad asociada

45
40 N="172
35
30 Comorbilidad: 20
Sin comorbilidad: 52

25
20
15
10

5

RIIVZS 20%
0

Leve Moderado Severo

® Comorbilidad = Sin comorbilidad

Nota: se muestra en el siguiente grafico la distribucion de los pacientes pediatricos segun severidad
clinica y comorbilidad asociada, observandose que la mitad de los pacientes con comorbilidad en su
mayoria Asma, desarrollaron forma leve de la enfermedad. Fuente: STATA.
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Grafico 7.

Distribucion de pacientes pediatricos con la COVID-19 segin
tratamiento recibido

35
30 N=172
25 Sin esteroides: 30
Con esteroides: 42
20
15
10
5
; ] ]
S \ad \ad \ad x*
Nl & & & v
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@Q) & & Qqs) $3§\
N 9 & & &

Nota: se muestra en el siguiente grafico la distribucion de los pacientes segin la administracion o no de
inmunomoduladores, la mayoria de los que recibieron esteroides, se utilizd6 la dexametasona.
Fuente: calculos propios en Microsof Excel..
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Grafico 8.

Sintomatologia presentada por pacientes pediatricos con la
COVID-19

N="72

38; 77,7%

m Fiecbre ®m Tos = Diarrea

Nota: se muestra en el siguiente grafico la distribucion de los sintomas con mayor
frecuencia presentados por los pacientes. Fuente: calculos propios en Microsof Excel.
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Grafico 9.

Porcentajes de linfocitos T CD4+ y linfocitos T CD8+ segiin estado nutricional

Porcentaje

50, n=72

40

Desnutricién Normal Sobrepeso-obeso

Diagnostico nutricional

Fuente: STATA, analisis de MANOVA.

Ecp4 (%)
EcDs (%)
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CD4/CDS8

Grafico 10.
Relacion linfocitos T CD4+/CD8+ segiin estado nutricional

72

2,50 n

2,00

1,50

1,00

0,50

0,00

Desnutricion Normal Sobrepeso-obeso

Diagnostico nutricional
Fuente: STATA, analisis de MANOVA.
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Grafico 11.
Impacto de la administracion de esteroides en porcentajes de linfocitos T CD3+, CD4+, NKy CD19+/CD20+

” Esteroides
Esi
ENo

=
1

80

Porcentaje

CD3 CD4 NK CD19/CD20

Fuente: STATA, analisis de MANOVA.
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Grafico 12.
Concentraciones de interleucinas IL-6 e IL-10 en pacientes pediatricos con infeccion por el SARS-CoV-2 segiin uso de esteroides

Esteroides
n="72
80 Wsi
ENo
60

=
<

Interleucinas (pg/ml)

20

IL-6 IL-10
Fuente: STATA, analisis de MANOVA.
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Severidad de pacientes pediatricos infectados por el SARS-CoV- 2 y concentraciones de IL-6
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50

L+

Grafico 13.

Leve

Severidad por infeccion SARS-CoV-2

Moderado

Fuente: STATA, analisis de MANOVA.

Severo
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40

30

IL-10 (pg/ml)

10

Grafico 14.
Concentraciones de IL-10 segin edad

Lactantes Preescolar Escolar

Grupos edades
Fuente: STATA, analisis de MANOVA.
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Linfocitos (mim’)
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Grafico 15.
Valor de linfocitos segun edad

Lactantes Preescolar Escolar Adolescente

Grupos edades
Fuente: calculos propios en Microsof Excel..
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Grafico 16.
Concentraciones de IFN-gamma segin edad
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Grupos edades
Fuente: STATA, analisis de MANOVA.
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Grafico 17.
Concentraciones de IL-6 en pacientes con MIS-C en relacion con los pacientes sin MIS-C

120| n

72

22

50

Si No
MIS-C
Fuente: STATA, analisis de MANOVA.
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Grafico 18.
Porcentaje de linfocitos B CD19+/CD20+ en pacientes con MIS-C en relacion con los pacientes sin MIS-C
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Fuente: STATA, analisis de MANOVA.
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