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Subpoblaciones linfocitarias de pacientes venezolanos
infectados con SARS-CoV-2
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RESUMEN

La infeccion por SARS-CoV-2 ha infectado a mds de
50 millones de personas con un rango de letalidad
de 3 %-10 % de los casos. En Venezuela, cerca de
95 mil casos se han reportado con una letalidad
del 1 %. El objetivo de este estudio es evaluar las
diferentes poblaciones linfocitarias, analizar los
posibles marcadores prondsticos y compararlos con
la literatura. Un total de 18 pacientes positivos, por
la prueba de transcriptasa reversa mds reaccion de la
cadena de polimerasa (RT-PCR), fueron analizados
12 (5 masculinos) moderados, rango de edad 15-71
afios, 6 (4 masculinos) severos (rango de edad 29-50
afios) y 100 controles de la misma edad y sexo. Se
encontrd linfopenia en ambos grupos de pacientes con
disminucion significativade linfocitos T. La poblacion
de células de memoria al igual que las células CD25
disminuye en la infeccion viral. Sin embargo, en los
pacientes jovenes del grupo moderado, se observaron
los valores mds altos de linfocitos T'y valores normales
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dememoria sugiriendo la prontaresolucion del proceso
infeccioso. En conclusion, los disminucion de linfocitos
Ty células CD25 estd relacionada con la infeccion
viral y CD45RO es un marcador de severidad en la
poblacion adulta.

SUMMARY

The SARS-CoV-2 infection has infected more than 50
million people with the lethality of 3 %-10 % of the
cases. In Venezuela, around 95 thousand individuals
have been found positive with the lethality of around 1 %.
Our study aimed to ascertain the different lymphocyte
cell populations, analyze possible prognostic markers,
and compare them with the literature. A total of 18
RT-PCR positive patients were analyzed, 12 (5 male)
moderate (age range 15-71 years), 6 (4 male) severe
(age range 29-50 years), and 100 controls matched
by age and gender. Lymphopenia was observed in
both groups of patients and the T cell population was
the most affected. The memory cell population was
decreased with the infection as well as the CD25 cell
population. However, young patients with moderate
symptoms had the highestvalues of T lymphocytes and
memory cells suggesting a prompt resolution of the
infection. In conclusion, the decrease in T lymphocytes
and CD25 cells is related to the viral infection and
CD45RO0 is a marker of severity in adult patients.
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INTRODUCCION

En marzo de 2020 la organizacién mundial de
la salud (OMS) declaré el estado de pandemia
por el sindrome respiratorio agudo severo
causado por el coronavirus 2 (SARS-CoV-2).
El analisis filogenético sugirié que el SARS-
CoV-2 pudo haber surgido de un ciclo zoonético
que evolucioné rapidamente a la transmisién de
humano a humano (1).

Desde la primera alarma por sindrome
respiratorio de origen desconocido a finales del
2019 y hastala fecha se han contabilizado anivel
mundial mas de 50 millones casos de individuos
con prueba positivaparael virus con unaletalidad
del 3 % al 4 %. Actualmente en Venezuela se han
identificado aproximadamente 97 mil casos, 92
mil recuperadosy 855 fallecidos (2). Laletalidad
observadaen Venezuela es inferior a lareportada
a nivel mundial (2).

Los sintomas reportados con mas frecuencia
en los individuos infectados con el SARS-
CoV-2 son: fiebre, tos no productiva, mialgia,
dificultad respiratoria, pérdida del gusto y del
olfato. Algunos de los signos paraclinicos
reportados son: conteo normal o bajo de leucocitos
totales en sangre periférica, trombocitopenia,
aumento de Lactato Deshidrogenasa (LDH),
aspartato aminotransferasa (AST), alanina
aminotransferasa (ALT), proteina C reactiva,
procalcitonina y dimero D (3-6). Se ha descrito
linfopenia con leucocitosis en casos severos a
predominio de neutréfilos disfuncionales (6,7).
La disminucién de linfocitos T de ambas
subpoblaciones asi como la disminucién de
linfocitos B circulantes se ha reportado en
los pacientes con enfermedad moderada o
severa (5-7). Sin embargo, todavia se discute la
importancia de otras poblaciones leucocitarias y
si la determinacién de subpoblaciones celulares
puede ser un marcador de progresion oresolucién
del proceso infeccioso.

El presente trabajo tiene el objetivo de
determinar las subpoblaciones linfocitarias
mas afectadas en la enfermedad en pacientes
venezolanos y los posibles marcadores de
severidad en pacientes infectados de nuestra
poblacion.
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MATERIALES Y METODOS

Pacientes

Se evalué un total de 18 muestras de pacientes
COVID-19, positivos para la prueba de la
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) para
el virus SARS-CoV-2 proveniente de diversos
centros asistenciales. Los pacientes fueron
clasificados segun sus caracteristicas clinicas
en 2 grupos: moderados: 12 (5 hombres y 7
mujeres, edad media: 36 afos) y severos 6 (4
hombres y 2 mujeres, edad media: 41 afos). El
grupo de pacientes moderados fue subdividido
en 2 grupos: moderados jovenes (n=6 edad, 3
hombres media=20 afios) y moderados adultos
(n=6,4 hombres,edad media=50 afios). También
fueron incluidos 100 controles sanos, 50 de cada
grupo etario, quienes no poseian enfermedades
infecciosas y no estaban relacionados con los
pacientes COVID-19. EIl estudio cont6 con la
aprobacién del Comité de Etica del Instituto
de Inmunologia “Dr. Nicolds Bianco C.” de la
Universidad Central de Venezuela.

Deteccion de las subpoblaciones linfocitarias y
hemograma

Se realiz6 el hemograma de sangre periférica
anticoagulada con el acido etilendiamino-
tetraacético (EDTA) utilizando el contador
hematolégico ACT-DIFF de Beckman Coulter
y las subpoblaciones linfocitarias fueron
identificadas y cuantificadas mediante el
citéometro de flujo Epics XL de la casa comercial
Beckman Coulter. La caracterizacion se realizé
utilizando los siguientes anticuerpos de la
casa comercial Biolegend: anti CD3-PeCyS5,
anti CD4-FITC, anti CD8-PE, anti CD3-FITC
(CD16+CD56)-PE Coctel, anti CD19-PE, anti-
CD45RO-FITC. Ademas del anticuerpo anti-
CD25-PeCy5 opticlon.

Analisis estadistico

El analisis estadistico fue realizado con
el software GraphPad Prism 5.0. Para la
comparaciéon del hemograma se realizé la
prueba t, se establecié P< 0,05 como diferencia
significativa. Para el resto de los valores
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leucocitarios, se realizé la prueba de ANOVA de
una via; se estableci6 el valor de correccion pos
test de Bonferroni de P< 0,05 como indicador de
diferencia significativa.

RESULTADOS

Las caracteristicas generales de la poblacion
se pueden observar en el Cuadro 1. En él, se
comparan los valores entre el grupo de controles
y pacientes. Se utilizaron los controles etarios
jovenes para analizar los pacientes moderados
jévenes y los controles etarios mayores para
analizar la poblacion de moderados mayores y

severos. Se pueden observar las caracteristicas
basicas del hemograma de los controles y
pacientes segun el grupo etario. En el grupo de
jovenes con sintomas moderados se observa una
disminucion significativa solo en la cantidad de
linfocitos circulantes. Sin embargo, en adultos
mayores con sintomas moderados se observauna
disminucion significativa en leucocitos totales y
linfocitos cuyo valor es significativamente menor
a la del grupo moderados jovenes (P<0,01).
En el grupo severo se observa un incremento
significativo de la cantidad de leucocitos
a expensas de neutréfilos y una linfopenia
significativa, similar a la observada en pacientes
moderados adultos mayores

Cuadro 1

Caracteristicas de los Grupos

n Edad Leucocitos mm? P Linfocitos mm? P
Controles
jovenes 50 292+74 7148+853 2615+328
Controles mayores 50 554+4,7 7217+959 27224398
Pacientes
Moderados jévenes 7 20,3+7.8 69751774 0,5 2371x1147 0,02
Moderados mayores 5 584+112 5180+945 0,0003 1262+310 0,002
Severos 6 40,5+7.8 16150+7470 0,03 1238+550 0,003

El Cuadro 1 representa las caracteristicas
del hemograma de los controles y los pacientes.
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Las pruebas t de Student corresponden a la
comparacion entre los controles.
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Figura 1. Diferencias entre las poblaciones de linfocitos T, B, NK y NKT de controles y pacientes. CJ representa controles
jovenes, MJ pacientes moderados jovenes, CA controles adultos mediana edad, S severos y MA moderados adultos de

mediana edad. *P<0,05, ***P<0,0001.
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Figura 2. Diferencias entre las poblaciones de linfocitos CD25 y de memoria (CD45RO) de Controles y pacientes. CJ
representa controles jovenes, MJ pacientes moderados jovenes, CA controles adultos mediana edad, S severos y MA
moderados adultos de mediana edad. **P<0,01; ***P<0,0001.

En la Figura 1 se comparan las poblaciones y
subpoblaciones celulares analizadas. Enel grupo
de jovenes con sintomas moderados, la tnica
diferencia significativa se observa en el nimero
de linfocitos CD3 totales, la cual no se observa
en las subpoblaciones. En pacientes adultos
mayores con sintomas moderados, se observan
diferencias significativas en poblaciones totales
de linfocitos T, en las dos subpoblaciones, en la
poblacién de linfocitos B y en la poblacion NKT
(P<0,0001). Sorpresivamente, en la poblacion
NKno seobservarondiferencias. Enlos pacientes
severos, la cantidad total de linfocitos T y de las
dos subpoblaciones estan significativamente
(P<0,0001) disminuidas al igual que la poblacién
NKT. No se observan diferencias significativas
en la poblacién de linfocitos B.

En la Figura 2 se detalla la diferencia en la
expresion del marcador CD25 y de CD45RO
(células de memoria), El dnico marcador donde
la poblacién de jévenes moderados tiene menor
expresiones en CD25 (P<0,01). Porel contrario,
en los demas grupos se observa una disminucién
significativa de ambos marcadores.

DISCUSION

Losresultados presentados permiten establecer
que para el grupo de moderados jévenes,latnica
alteracién importante es en el marcador CD25,un
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marcador de fase temprana de activacién y a la
vez un marcador parcial de células T reguladoras
y células Tyd (8). Probablemente,la disminucién
CD25 se deba a una disminucién de células T
reguladoras ya que, en las otras poblaciones
celulares,los valores son similares alos controles.
Recientemente, se ha documentado que en los
pacientes recuperados se observa un incremento
de células de memoria con la disminucién en
células reguladoras CD25 (9) lo cual concuerda
con nuestros resultados. Es muy posible que el
grupo de jovenes con sintomas moderados sea
capaz de responder de forma eficiente contra la
infeccidn viral sin mayores alteraciones. No hay
que descartar que ese grupo pudo haber estado
expuesto a infecciones anteriores por otros
coronavirus que generaron una memoria celular
CD8 capaz de eliminar el virus SARS-CoV-2.

En el grupo de pacientes adultos mayores
moderados, se observa una disminucion
significativa en todos los marcadores empleados
excepto el de células NK. Este grupo se asemeja
aldelos severos,excepto porque este dltimo tiene
mayores cantidades de linfocitos B circulantes.
Muy probablemente en este grupo se encuentren
individuos que desarrollen unaenfermedad severa
producto de la infeccién viral. Jin y col. (10),
demostraron la importancia del marcador CD45
para definir severidad de la enfermedad en
los pacientes y el pronéstico de la misma. La
disfuncionalidad del receptor CD45 estd asociada
amortalidad en pacientes infectados con SARS-
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CoV-2 (10). Este solo marcador pudiera ademas
ser predictivo de la respuesta efectiva contra la
infeccién viral como se ha postulado (9-10).

Se concluye que, en la poblacién de pacientes
venezolanos analizados, las manifestaciones
paraclinicas son similares a las reportadas en
otros estudios. Sin embargo, en el grupo de
pacientes moderados jovenes las subpoblaciones
linfocitariasno se ven afectadas significativamente
aexcepcion de la poblacién celular positiva para
CD25. El marcador de células de memoria
(CD45RO0O) es un marcador clave de severidad y
riesgo de la infeccioén viral. Por ello, se sugiere
como marcador a evaluar en los pacientes
infectados en concordancia con los valores
reportados por otros grupos a nivel mundial (9-
10). Finalmente, es importante determinar en un
futuro si las poblaciones de células de memoria
CDS8 contra el SARS-CoV-2 pudieran ser un
marcador importante paradefinir larespuestaala
infeccidon natural y a las vacunas contra el virus.
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