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RESUMEN

Introduccion: La pandemia por COVID-19 representd un desafio sin precedentes para
los sistemas de salud. La infeccion por SARS-CoV-2 puede inducir una disfuncion
inmunologica significativa, especialmente en casos de COVID-19 severa. Esta se caracteriza
por linfopenia, hiperinflamacién y alteraciones funcionales en subpoblaciones de linfocitos T.
Aunque se ha avanzado en la respuesta humoral, faltan estudios locales que integren
inmunofenotipificacion multiparamétrica en cohortes hospitalarias panamefias.

Objetivo: Caracterizar la respuesta inmune mediada por linfocitos T CD4" y CD8" en
pacientes hospitalizados con COVID-19, evaluando sus subpoblaciones y expresion fenotipica
mediante citometria de flujo espectral, y determinar su asociacion con la severidad clinica.

Métodos: Se realizo un estudio transversal con muestras de sangre periférica de 177
pacientes adultos hospitalizados con diagnostico confirmado de COVID-19, clasificados en
enfermedad moderada (n=129) y severa (n=48). Se aplico citometria de flujo espectral
multiparamétrica para analizar subpoblaciones de linfocitos T, usando un panel de 22
marcadores. Los datos fueron evaluados mediante analisis manual y herramientas de reduccion
de dimensionalidad (UMAP) y clustering no supervisado (FlowSOM). Se integraron datos
clinicos y biomarcadores inflamatorios (IL-6, ferritina, dimero D) para establecer
correlaciones inmuno-clinicas.

Resultados: La edad media fue de 51 afios (RIC: 43—59), con predominio masculino
(62.1%). EI 27.1% (n=48) present6 enfermedad severa y el 72.9% (n=129) enfermedad

moderada. La presencia de >2 comorbilidades se asoci6 significativamente con mayor
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probabilidad de enfermedad severa (p 0.0144). Los casos severos mostraron niveles
significativamente mas elevados de IL-6, ferritina y dimero D (p < 0.05). A nivel
inmunolégico, se evidencié una pérdida significativa de subpoblaciones TEMRA CD4+ y
Virgen CD8+. Se identificaron clusteres especificos con alta expresion de PD-1, CD69 y
CD38 asociados a fenotipos disfuncionales en los casos graves.

Conclusiones: En esta cohorte hospitalaria panamefia, compuesta por adultos
predominantemente varones de mediana edad, la presencia de multiples comorbilidades y
biomarcadores inflamatorios elevados se asocié con mayor severidad clinica. A nivel
inmunologico, la COVID-19 severa se caracterizo por una profunda reestructuracion del
compartimento T, con pérdida de subpoblaciones clave para el control viral y expansion de
perfiles disfuncionales. La integracion de citometria espectral con parametros clinicos y
bioquimicos refuerza su utilidad como herramienta diagndstica y pronoéstica en el contexto de
enfermedades infecciosas emergentes.

Palabras clave: COVID-19, SARS-CoV-2, respuesta inmune adaptativa, respuesta
inmune celular, linfopenia, linfocitos T CD3+CD4+ auxiliares, linfocitos T CD3+CD8+

citotoxicos, memoria inmune, citometria de flujo
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CAPITULO UNO: PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA, JUSTIFICACION,

FUNDAMENTO TEORICO

Planteamiento del Problema y Justificacion

A finales de diciembre de 2019, se notificé a la Organizacién Mundial de la Salud un
conglomerado de casos de neumonia de etiologia desconocida en la ciudad de Wuhan,
provincia de Hubei, Republica Popular de China (WHO, 2020b). Para la segunda semana de
enero de 2020, las autoridades de salud del pais asidtico identificaron al agente causal como un
nuevo tipo de coronavirus, el 2019-nCoV (WHO, 2020c¢), que posteriormente fue nombrado
como SARS-CoV-2 (Sindrome Respiratorio Agudo Severo por Coronavirus 2) y la
enfermedad relacionada como COVID-19, por el Comité Internacional de Taxonomia Viral y
la Organizacion Mundial de la Salud, respectivamente (ICTV, 2020; WHO, 2020c). El virus
se disemino rapidamente a nivel mundial, alcanzando niveles pandémicos el 11 de marzo de
2020 (WHO, 2020d). Desde la notificacion del primer caso en Panama y luego de tres afos de
pandemia, se identificaron en el pais poco mas de un milloén de casos confirmados y casi
nueve mil muertes relacionadas (WHO, 2023).

La COVID-19 tiene un espectro clinico amplio, que va desde estados asintomaticos
hasta falla multiorganica y muerte (Chen et al., 2020; Guan et al., 2020; Huang et al., 2020;
Mclntosh et al., 2021; Wang et al., 2020; Wu & McGoogan, 2020). En un informe del Centro
para el Control de Enfermedades de China (China-CDC), que incluy6 a 44 mil pacientes con
diagnostico confirmado por laboratorio, se documento6 que el 81.0% de los casos de COVID-

19 present6 enfermedad leve, el 14.0% severa, el 5.0% critica y el 2.3% falleci6 (Wu &
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McGoogan, 2020). A pesar de que la letalidad global fue baja (2.2%) (WHO, 2020c¢), se
documentaron letalidades entre el 20.0% y el 40.0% en pacientes hospitalizados (Cummings et
al., 2020; Richardson et al., 2020), por lo que el estudio de esta subpoblacion resulta clave
para el desarrollo de intervenciones que busquen reducir la mortalidad intrahospitalaria por
COVID-19 o a futuro por enfermedades virales similares.

Durante la pandemia de COVID-19, Panama enfrenté multiples olas epidémicas en las
que la poblacion estuvo expuesta a varias variantes del SARS-CoV-2, tal como lo demostraron
diversos estudios (Diaz et al., 2021; Franco et al., 2021; Lezcano-Coba et al., 2025). Durante
marzo—abril de 2020 se llevé a cabo un analisis molecular de 313 genomas casi completos
derivados de 4,210 casos confirmados de COVID-19 en el pais, lo que permiti6 caracterizar la
diversidad temprana del SARS-CoV-2. Este estudio reveld la introduccion simultanea del
linaje global B.1 y de linajes de la rama 19B, como A.2.4 y sus sub-linajes emergentes como
A.2.5, evidenciando una rapida diversificacion viral local que coincidia con las cadenas de
transmision globales en esa fase inicial (Franco et al., 2021).

Entre 2020 y 2022, se registré un cambio sustancial en el panorama viral: grupos
cientificos en el Instituto Conmemorativo Gorgas de Estudios de la Salud (ICGES), aislaron
variantes de preocupacion como Delta y Mu, ademas del linaje endémico A.2.5. Mediante
ensayos in vitro en lineas celulares Vero-E6 y Calu-3, se evalu¢ la actividad antiviral de
compuestos antimalaricos frente a estas variantes; demostrando que la susceptibilidad vari6
tanto segun el linaje viral, como segun el tipo de célula empleada (Quijada et al., 2025).

Ya en el primer semestre de 2024, la vigilancia gendmica en Panama integro
monitoreo clinico y ambiental. Mediante secuenciacion de aguas residuales, se detectd la sub-
variante Omicron JN.1.16.1 en 4reas metropolitanas de la Ciudad de Panama, antes de ser

identificada en muestras clinicas, lo que puso en evidencia una transmision oculta (criptica)
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del virus, que escapaba a la vigilancia tradicional (Gaitan et al., 2024). De manera simultanea,
en el muestreo clinico se identificaron diversos sub-linajes Omicron (JN.1.13.1, JN.1.18,
KP.1.1.1, LB.1.2.1 y LB.1.3), pero no JN.1.16.1, subrayando la relevancia de la vigilancia
ambiental como herramienta complementaria y de deteccion temprana (Gaitan et al., 2024).

La estrategia nacional de inmunizacion contra SARS-CoV-2 en Panama se inici6 el 20
de enero de 2021, convirtiéndose en uno de los primeros paises de América Latina en
implementar un plan de vacunacion estructurado. La primera vacuna utilizada fue BNT162b2
(Pfizer-BioNTech, ARNm), tras un acuerdo bilateral con la farmacéutica que permitio recibir
los primeros lotes en enero de 2021. Posteriormente, se incorporaron AZD1222 (Oxford-
AstraZeneca, vector adenoviral) y, en menor escala, Sputnik V (Gamaleya, vector adenoviral);
ademads de dosis recibidas a través del mecanismo COVAX (MINSA, 2021). La campafia
sigui6 un esquema por fases, priorizando personal sanitario y adultos mayores, para luego
extenderse progresivamente a la poblacion general, alcanzando hacia finales de 2021
coberturas superiores al 70% con esquema completo, una de las mas altas de la region en ese
momento (MINSA, 2023; PAHO, 2021).

La rapida introduccion y diversificacion de plataformas vacunales en Panama, permitio
evaluar tanto la respuesta inmune inducida por vacunas de ARNm como por vectores
adenovirales en una misma poblacion, aportando evidencia relevante en el contexto regional.
Estudios comparativos en América Latina han resaltado que la implementacién simultanea de
multiples plataformas vacunales aumento la resiliencia sanitaria y facilito alcanzar coberturas
amplias, a pesar de limitaciones logisticas (Hernandez-Pineda et al., 2024). En el caso
panameno, la disponibilidad temprana de BNT162b2, seguida de la introduccion de
AstraZeneca y Sputnik V, se tradujo en una reduccion marcada de la mortalidad y de las

hospitalizaciones durante las olas epidémicas de 2021, efecto que se mantuvo en el tiempo
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gracias a la posterior aplicacion de dosis de refuerzo con vacunas ARNm a partir de fines de
2021 (MINSA, 2022).

En Panama4, los estudios locales sobre la respuesta inmune durante COVID-19 han sido
limitados, y se han enfocado mayoritariamente en la respuesta humoral. Esto se debe en parte
a la complejidad técnica que implica el estudio del componente celular, que requiere
plataformas de citometria multiparamétrica y personal especializado. Esta brecha justifica la
necesidad de generar evidencia nacional sobre el perfil celular de la respuesta inmune.

Este protocolo tiene como objetivo caracterizar la respuesta inmune mediada por
linfocitos T en pacientes hospitalizados con diagnostico de COVID-19. En particular, se
busca describir y caracterizar el inmunofenotipo de los linfocitos T, asi como su estado
funcional (efector, regulador, de memoria) a lo largo de la evolucion clinica, utilizando
citometria de flujo multiparamétrica espectral, una tecnologia recientemente incorporada al
Centro de Citometria del Instituto Conmemorativo Gorgas de Estudios de la Salud (ICGES).
Este trabajo constituye un sub-estudio basado en datos secundarios de-identificados del
protocolo primario “Estudio Prospectivo de la Respuesta Inmune de Pacientes Hospitalizados
con Diagnostico de COVID-19” (EC-CNBI-2020-05-65), en el cual la Dra. Sandra Lopez-
Verges, asesora de tesis, funge como Investigadora Principal (Anexo 1 y 2), y el Dr. Rodrigo
DeAntonio, co-asesor, como Co-investigador (Anexo 3). El sub-estudio fue aprobado por el
Comité Nacional de Bioética de la Investigacion (EC-CNBI-2021-10-156)(Anexo 4) y se
enmarca dentro del objetivo especifico 7.2.7 del protocolo madre: “Establecer factores de
riesgo de la poblacion e identificar posibles biomarcadores que inciden en la evolucion del
paciente”. En este contexto, el presente trabajo pretende responder a las siguientes preguntas:

1. ¢Existe una respuesta linfocitica funcional global en pacientes con COVID-19 severa?
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2. (Cbmo varia el estado efector y de memoria de los linfocitos T durante la evolucion
clinica de los pacientes hospitalizados con COVID-19?
3. (Existen alteraciones fenotipicas en los linfocitos T o en biomarcadores que se

relacionen o predigan la severidad de la enfermedad?

Fundamento Teorico

La pandemia de la enfermedad por coronavirus 2019 (COVID-19), originada por el
SARS-CoV-2 —un nuevo miembro del género Betacoronavirus —, impuso una carga sin
precedentes sobre los sistemas de salud y la infraestructura cientifica a nivel global (Haldane
et al., 2021). Como virosis emergente, la COVID-19 se asoci6 a manifestaciones clinicas e
inmunopatologicas inicialmente desconocidas o solo parcialmente comprendidas (Mihaescu et
al., 2020). Su irrupciéon demand6 un esfuerzo cientifico sin precedentes, caracterizado por la
aceleracion de procesos editoriales, apertura de publicaciones y una expansion vertiginosa del
volumen de investigacion (Ioannidis et al., 2021; Nane et al., 2023), dirigido a caracterizar la
estructura molecular del virus, su dindmica de transmision, la fisiopatologia de la enfermedad
y sus manifestaciones clinicas, con especial énfasis en la respuesta inmunoldgica, tanto innata
como adaptativa, donde los linfocitos T desempefian un papel central (Moss, 2022).

El SARS-CoV-2 pertenece a la familia Coronaviridae, subfamilia Orthocoronavirinae,
género Betacoronavirus (BCoV), subgénero Sarbecovirus (Diaz, 2020; ICTV, 2020). Cada
virion mide aproximadamente ~80-120 nm, con un genoma de ARNm monocatenario no
segmentado de sentido positivo [(+)ssRNA] de ~30 kb de tamafio (Zhu et al., 2020)(ver Figura
1), con diez marcos de lectura abiertos (ORF, por sus siglas en inglés); que codifica cuatro
proteinas estructurales (S, proteina de la espiga; E, proteina de la envoltura; M, proteina de la

membrana; y N, proteina de la nucleocapside), dos poliproteinas (pplay pplab), procesadas
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en 16 proteinas no estructurales (nspl — nsp16), y finalmente, ocho proteinas accesorias
(orf3a, orf6, orf7a, orf7b, orf8, orfb, orf9c y orf10) (Diaz, 2020; V'Kovski et al., 2021; F. Wu
et al., 2020). La organizacion gendmica sigue un patron caracteristico: los genes estructurales
y accesorios se ubican en el extremo 3°, mientras que los genes no estructurales se localizan en
el extremo 5°(Ahmed et al., 2020; F. Wu et al., 2020).

Figura 1

Estructura molecular del SARS-CoV-2

Y Nucleocapside (N)
1
o &———— Membrana (M)
v N\
‘ " ‘.‘ Envoltura (E)

ARN viral

Nota. Creado con Biorender

Las proteinas S, M y E se encuentran incrustadas en la membrana lipidica viral, que
envuelve al ARN, a su vez rodeado por la proteina de la nucleopcapside (Hoffmann et al.,
2020; Kyrou et al., 2021; V'Kovski et al., 2021). Funcionalmente, la proteina S media la
adhesion y la entrada viral a la célula, a través de su interaccion con el receptor ACE2 y la
proteasa TMPRSS2 (Hoffmann et al., 2020), la proteina M organiza el ensamblaje y define la
morfologia viral, la proteina E participa en la gemacion y funciona como canal idnico, y la
proteina N contribuye al empaquetamiento del genoma y a la regulacion de la replicacion y
transcripcion viral (Diaz, 2020; Gordon et al., 2020; Hoffmann et al., 2020; V'Kovski et al.,

2021) (Figura 2A).
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La transmision del SARS-CoV-2 ocurre principalmente a través de particulas
respiratorias emitidas por individuos infectados al hablar, toser, estornudar o simplemente
respirar, donde tanto gotas grandes como aerosoles (< 5 pm) contribuyen de manera
significativa (Meyerowitz & Richterman, 2022; Zhou et al., 2021). En particular, los
aerosoles pueden permanecer suspendidos en el aire durante periodos prolongados,
favoreciendo la diseminacion en espacios cerrados y mal ventilados e incluso sobre distancias
superiores a un metro (Duval et al., 2022; Zhou et al., 2021)(Figura 2B). Si bien la
transmision por fomites — es decir, a través del contacto con superficies contaminadas seguida
de la autoinoculacién mucosa — es tedricamente viable, diversos estudios indican que es un
mecanismo poco frecuente en condiciones reales, debido a la necesidad de multiples pasos
(contaminacion, estabilidad del virus, transferencia eficiente) para que ocurra una infeccion
(Kwon et al., 2023; Short & Cowling, 2023). Estudios experimentales en modelos animales
como hamsters han demostrado que la exposicion por aerosol provoca cargas virales
significativamente mas altas y una enfermedad mas severa en comparacion con la exposicion
por fomites, lo que refuerza la importancia del modo aéreo en la gravedad de la infeccion (Port

et al., 2021).
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Figura 2

Invasion celular y diseminacion viral
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La COVID-19, presenta un espectro clinico muy amplio que va desde infecciones
asintomaticas hasta cuadros criticos con falla multiorgdnica y muerte (Blanco-Melo et al.,
2020; Lucas et al., 2020; Sekine et al., 2020). Entre los sintomas iniciales mas frecuentes se
encuentran fiebre, tos seca, disnea, mialgias, cefalea, anosmia y ageusia, ademas de sintomas
gastrointestinales como diarrea y nduseas (Chen et al., 2020). La mayoria de los casos
(aproximadamente 80%) cursan con enfermedad leve o moderada, que puede manejarse de
forma ambulatoria o con hospitalizacion sin soporte intensivo. Sin embargo, alrededor del
15% progresa a formas graves caracterizadas por neumonia severa, hipoxemia y necesidad de

oxigenoterapia, mientras que hasta un 5% desarrolla enfermedad critica, con sindrome de
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distrés respiratorio agudo (SDRA), shock séptico o disfuncion organica multiple; condiciones
que requieren ingreso en unidades de cuidados intensivos (Cummings et al., 2020; Guan et al.,
2020; Huang et al., 2020; Wu & McGoogan, 2020). En pacientes hospitalizados, la
mortalidad se ha reportado entre el 20 y el 40%, siendo mayor en adultos mayores, personas
con comorbilidades como hipertension, diabetes, obesidad o enfermedades cardiovasculares, y
en pacientes inmunocomprometidos (Cummings et al., 2020; Richardson et al., 2020).

En los cuadros graves de COVID-19, la fisiopatologia se asocia a una respuesta
inmune exacerbada y descoordinada, caracterizada por hiperinflamacion sistémica, elevacion
de citocinas proinflamatorias (IL-6, TNF-a, IL-10), linfopenia profunda y disfuncion de
linfocitos T, incluyendo fendmenos de activacion excesiva, pérdida de diversidad funcional y
agotamiento celular (Laing et al., 2020; Lucas et al., 2020; Mathew et al., 2020). Estos
procesos contribuyen al dafio alveolar difuso y al desarrollo del SDRA, principal causa de
mortalidad en la fase critica de la enfermedad (Figura 3). El reconocimiento temprano de
biomarcadores clinicos y celulares asociados a severidad, como dimero-D, ferritina, IL-6,
CD38 o HLA-DR, ha demostrado ser fundamental para guiar intervenciones terapéuticas y
estratificar el riesgo de los pacientes (De Biasi et al., 2020; Del Valle et al., 2020; Tang et al.,

2020).
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Figura 3

Fisiopatologia del dario pulmonar en COVID-19
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Por otra parte, tras la fase aguda de la infeccion, una proporcion significativa de
individuos desarrolla lo que se conoce como COVID prolongado o “long-COVID”, definido
como la persistencia de sintomas mas alla de las 12 semanas posteriores a la infeccion inicial,
sin explicacion alternativa. Entre los sintomas mas frecuentes destacan fatiga, disnea,
alteraciones cognitivas (‘“niebla mental), disfuncién autondmica, dolor musculoesquelético y
trastornos del suefio. Estudios inmunoldgicos han sugerido que la activacion sostenida de
linfocitos T, junto con la persistencia de marcadores de agotamiento inmunolédgico, podria
desempefiar un papel en la fisiopatologia de este sindrome (Files et al., 2021; Santopaolo et
al., 2023; Ueland et al., 2025). La heterogeneidad clinica y la posible implicacion de
mecanismos virales, inflamatorios y autoinmunes convierten al long-COVID en un desafio de
salud publica, cuya comprension es crucial para el desarrollo de estrategias de seguimiento y
rehabilitacion en los sobrevivientes de la infeccion.

Para generar intervenciones que impacten la morbi-mortalidad por COVID-19, tanto a
nivel poblacional como individual, resulta imprescindible estudiar y comprender la respuesta

del sistema inmune a las infecciones virales (Brodin & Davis, 2017; Punt et al., 2018;
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Rydyznski Moderbacher et al., 2020). Todos los virus son patégenos intracelulares obligados
que dependen de células hospedadoras para sobrevivir y replicarse. Por tanto, su eliminacién
requiere una respuesta coordinada del sistema inmune innato y adaptativo (Punt et al., 2018).
Tras la penetracion de las barreras mucosas, el SARS-CoV-2 induce la expresion de
interferones tipo I (IFN-o/B) y 111, asi como otras citoquinas proinflamatorias, que activan las
células asesinas naturales (NK) y desencadenan el ensamblaje del inflamasoma (Abbas et al.,
2014; Combes et al., 2021; Punt et al., 2018). Estas citoquinas promueven la transcripcion de
genes estimulados por interferones (ISG), cuyas proteinas ejercen funciones antivirales, como
la inhibicién de la replicacién viral, la modulacién de la proliferacion celular y la induccion de
moléculas MHC-I (Complejo Mayor de Histocompatibilidad tipo I) en células presentadoras
de antigenos (APCs) (Abbas et al., 2014; Combes et al., 2021; Punt et al., 2018). Si estas
defensas innatas no logran eliminar al patégeno, se desencadena una respuesta adaptativa
robusta, orquestada por APCs, linfocitos T ayudadores (CD4+) y linfocitos T citotoxicos
(CD8+) (Grifoni et al., 2020; Punt et al., 2018; Sette & Crotty, 2021; Stephenson et al., 2021).
En aproximadamente el 20.0% de los afectados, la COVID-19 desencadena una
respuesta inmune aberrante y no coordinada (Cummings et al., 2020; Rydyznski Moderbacher
et al., 2020; Wu & McGoogan, 2020; Zhou et al., 2020), respaldada por hallazgos como la
ausencia sistematica de células que expresaban ISG (Combes et al., 2021), una dramatica
deplecion de células plasmocitoides dendriticas (pDC) — fuente primaria de interferon tipo I —
(Laing et al., 2020), y una significativa linfopenia con alteraciones fenotipicas del componente
linfocitario (Laing et al., 2020; Wang et al., 2020; Zhou et al., 2020), que en conjunto

comprometen la respuesta antiviral innata y adaptativa.
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Desde el punto de vista clinico, el establecimiento temprano de un pronoéstico de la
enfermedad, a través de biomarcadores celulares y séricos, resulta imperativo para el manejo
terapéutico. Marcadores de activacion inmunoldgica como CD38, HLA-DR y NKG2A en
linfocitos T y NK se han asociado con inflamacién exacerbada y peor desenlace clinico,
particularmente en pacientes hospitalizados con enfermedad severa (De Biasi et al., 2020;
Moll-Bernardes et al., 2022; Rha et al., 2021; M. Zheng et al., 2020). De forma
complementaria, biomarcadores clinicos como interleucina-6 (IL-6), ferritina sérica, dimero-D
y lactato deshidrogenasa (LDH) se han consolidado como predictores tempranos de severidad,
reflejando la intensidad de la tormenta inflamatoria y el riesgo de disfuncion multiorganica
(Carubbi et al., 2021; Del Valle et al., 2020; Herold et al., 2020; Tang et al., 2020). En
conjunto, la inmunofenotipificacion multiparamétrica y la determinacioén de biomarcadores
séricos han demostrado ser herramientas diagndsticas y pronosticas utiles en pacientes
hospitalizados por COVID-19 (Bobcakova et al., 2022; Mathew et al., 2020).

Las manifestaciones graves de COVID-19 se sostienen en un entorno de hiper
inflamacion, con aumento de citocinas proinflamatorias (IL-6, IL-10, TNF-a), linfopenia y
disfuncion de linfocitos T, incluyendo activacion excesiva, fenotipos de agotamiento y pérdida
de diversidad funcional (Kuri-Cervantes et al., 2020; Mathew et al., 2020; Zhou et al., 2020).

En este contexto, Laing et al. (2020) encontraron que, en relacion al desarrollo de
COVID-19 severo, las alteraciones fueron mas marcadas en los linfocitos T CD8+, donde las
subpoblaciones de linfocitos T TEM (efector de memoria), TEMRA (efectora terminal) y
TCM (memoria central) se observaron severamente depletadas. Adicionalmente, estudios de
citometria de flujo multiparamétrica demostraron que, en los casos mas graves, los linfocitos T
CD8+ presentaron una sobreexpresion de marcadores de agotamiento como PD-1, TIM-3,

LAG-3 y CTLA-4, con una produccion reducida de IFN-y y TNF-a, lo cual sugiere un estado
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de disfuncion conocido como agotamiento celular (Kusnadi et al., 2021; Wherry, 2011;
Wherry & Kurachi, 2015)

Con respecto a los linfocitos T CD4+, se han identificado alteraciones especificas en
las subpoblaciones de los mismos (Kaneko et al., 2020). En pacientes con COVID-19 severo,
se ha observado una reduccion significativa de los linfocitos T helper tipo 1 (Th1) y Th17,
junto con un aumento relativo de linfocitos Th2 activados, lo que sugiere un desbalance en la
polarizacion inmunolodgica (Gil-Etayo et al., 2021). De la misma manera, un estudio
empleando modelos regulatorios celulares sugirio que la severidad clinica se correlaciona con
una marcada disminucion del compartimento Thl y un incremento de fenotipos Th17
anérgicos, aportando potenciales dianas terapéuticas como la modulacién de IFN-y, TGF- o
IL-10 (Martinez-Sanchez et al., 2022). Otros trabajos han destacado que los linfocitos CD4+
Th17 de memoria central (TCM) especificos a SARS-CoV-2 persisten tras la recuperacion,
aunque con funcionalidad reducida comparada con respuestas frente a otros virus respiratorios,
lo cual podria tener implicaciones en la memoria inmunolégica a largo plazo (Kudryavtsev et
al., 2022).

De manera crucial, respuestas T robustas — especialmente las mediadas por linfocitos T
CD8+ citotdxicos (CTL’s) — desempefian un papel central en el control de la replicacion viral
y en la eliminacién de SARS-CoV-2 (Rydyznski Moderbacher et al., 2020). Sin embargo, en
escenarios de estimulacion antigénica prolongada, como en infecciones severas o persistentes,
los linfocitos T muestran activacion sostenida y fenotipos disfuncionales/exhaustos en sangre
periférica y tejidos — incluida la regulacion de receptores inhibitorios como PD-1 y NKG2A —
que se asocian a peor evolucion clinica (Bobcakova et al., 2022; De Biasi et al., 2020; Moll-
Bernardes et al., 2022; M. Zheng et al., 2020). Estudios longitudinales e integrativos han

delineado perfiles inmunoldgicos y transcriptomicos de “disparo inmunolédgico
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descoordinado” en enfermedad severa que se correlacionan con progresion y desenlace (Lucas
et al., 2020; Mathew et al., 2020).

Por otro lado, la memoria inmunolédgica posterior a la infeccion o la vacunacion se ha
mantenido como un campo activo de investigaciéon. Se ha demostrado que los linfocitos T
especificos contra SARS-CoV-2 persisten al menos 12 meses después de la infeccion o
vacunacion (Guo et al., 2022; Lu et al., 2021; Wang et al., 2023), con predominio de células
CD4+ de memoria central y CD8+ efectores funcionales (Al Saihati et al., 2023; Guerrera et
al., 2021; Lin et al., 2022; Wang et al., 2023). En individuos con COVID prolongado,
estudios recientes sugieren que la activacion sostenida de linfocitos T y la expresion
persistente de marcadores de agotamiento, podrian contribuir a la fisiopatologia (Files et al.,

2021; Santopaolo et al., 2023; Ueland et al., 2025).
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CAPITULO DOS: OBJETIVOS E HIPOTESIS

General
Caracterizar el componente adaptativo de linfocitos T en la respuesta inmune generada contra
SARS-CoV-2 en pacientes hospitalizados con COVID-19, en centros de tratamiento de la

Ciudad de Panama durante los afios 2020 y 2021.

Especificos

1. Caracterizar el inmunofenotipo de los linfocitos T durante la evolucion clinica de los
sujetos hospitalizados con COVID-19.

2. Evaluar la funcion regulatoria y citotoxica de las distintas poblaciones de linfocitos T
durante la evolucidn clinica de los sujetos participantes.

3. Relacionar potenciales biomarcadores y la actividad de las subpoblaciones de linfocitos T

con la severidad clinica de la COVID-19 en la poblacion participante.

Hipotesis de trabajo
Los pacientes hospitalizados con COVID-19 severa tienen una actividad linfocitica no

funcional, en comparacion con aquellos con enfermedad moderada.
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CAPITULO TRES: METODOLOGIA
Disefio de estudio

Este estudio corresponde a un andlisis de datos secundarios derivados del protocolo EC-
CNBI-2020-05-65 (Anexos 1 y 2), cuyo objetivo general es caracterizar el componente
adaptativo de la respuesta inmune frente a la infeccion por SARS-CoV-2 en pacientes
hospitalizados con COVID-19, con énfasis particular en el andlisis del compartimento
linfocitario T.

Los datos primarios fueron recolectados en el marco del estudio “Estudio Prospectivo
de la Respuesta Inmune de Pacientes Hospitalizados con Diagnostico de COVID-19” (codigo
de aprobacion EC-CNBI-2020-05-65, emitido por el Comité Nacional de Bioética de la
Investigacion de Panama; Anexo 2), en el que la Dra. Sandra Lopez-Verges (Asesora de tesis)
se desempeiid como Investigadora Principal y el Dr. Rodrigo DeAntonio (Co-asesor) como
Coinvestigador (Anexo 3).

A partir de la base de datos generada en el estudio EC-CNBI-2020-05-65, tras un proceso
riguroso de anonimizacion, se recopilaron variables demograficas y clinicas relevantes para la
estratificacion de la severidad de la enfermedad. Estas incluyeron necesidad de oxigenoterapia,
intubacion orotraqueal, ventilaciéon mecénica invasiva, cociente pO2/FiO2, uso de vasopresores,
terapia de reemplazo renal (didlisis) y soporte con membrana de oxigenacidon extracorpérea
(ECMO), de acuerdo con los criterios propuestos por el WHO (2020a).

Bajo el objetivo especifico 7.2.7 del protocolo original, dentro del sub-estudio (EC-

CNBI-2021-10-156, Anexo 4), se caracterizd y analizd la respuesta inmunologica celular
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mediada por linfocitos T durante el curso clinico de la enfermedad. Para ello, se emplearon
muestras de células mononucleares de sangre periférica (PBMCs, por sus siglas en inglés),
previamente recolectadas en el marco del estudio madre, a las cuales se les aplico un panel de
citometria de flujo multicolor. Este panel estuvo basado en la deteccion de antigenos de cluster
de diferenciaciéon (CD), que son proteinas de membrana diferencialmente expresadas en
poblaciones celulares especificas, cuya expresion varia segin el estado de activacion,
diferenciacion o memoria celular (Punt et al., 2018).

El anélisis estadistico incluy¢ estadisticos descriptivos de tendencia central y
dispersion para caracterizar a la poblacion de estudio. Se exploraron asociaciones bivariadas
entre la severidad clinica y las variables demograficas, clinicas e inmunoldgicas. Para las
variables categdricas se utilizé la prueba exacta de Fisher o la prueba chi-cuadrado, segun
correspondiera. Para variables continuas, se aplicaron pruebas ¢ o z en casos de distribucién

paramétrica y la prueba de Wilcoxon para distribuciones no paramétricas.

Criterios de elegibilidad

Fueron considerados elegibles para este sub-estudio los sujetos previamente reclutados
en el protocolo EC-CNBI-2020-05-65, que contaran con una muestra con un tiempo
transcurrido igual o mayor a siete dias desde la fecha de inicio de sintomas (FIS), con el
objetivo de analizar la respuesta adaptativa de las células T en el momento en el cual estas
tienen un rol primordial junto a la respuesta adaptativa humoral (Edmans et al., 2020;
Kalimuddin et al., 2021; Koutsakos et al., 2023). Los criterios de inclusion para el estudio de
la respuesta de las células T en pacientes hospitalizados fueron los siguientes:

1. paciente del estudio madre con suficiente informacién demografica y clinica

para poder clasificar la severidad de la enfermedad,
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2. paciente del estudio madre con por lo menos una muestra de igual o mayor de 7
dias de inicio de sintomas,
3. paciente del estudio madre con muestras de PBMCs (células mononucleares de
sangre periférica) conservadas en nitrogeno liquido.
Se excluyeron aquellos participantes que no disponian de muestras de PBMCs
suficientes para la ejecucion de los paneles de citometria de flujo (menos de un millon de

PBMC s viables).

Poblacion y muestra de estudio

El analisis se realiz6 a partir de una muestra no probabilistica, teniendo como universo
de referencia la poblacion reclutada en el estudio primario EC-CNBI-2020-05-65 (Anexo 1).
Esta poblacion incluyd pacientes hospitalizados con diagnéstico confirmado de COVID-19,
provenientes de tres instituciones de salud en la Ciudad de Panama: (1) el Hospital Santo
Tomas (Ministerio de Salud), (2) el Complejo Hospitalario Dr. Arnulfo Arias Madrid (Caja de
Seguro Social), y (3) el Hospital COVID-Ciudad de la Salud (Caja de Seguro Social).

Para el célculo de la muestra, se utilizo la poblacion de 880 individuos adultos a reclutar
en el estudio primario (EC-CNBI-2020-05-65). De aqui, se emple6 la formula para el calculo
del tamafio de muestra para poblaciones finitas, a saber:

Zz'p'Q'N
n= -
(z%-p-q) +e?(N-1)

Ngauitos = 187 sujetos

Donde: “n” = tamafio de la muestra; “z” = estadistico z para un nivel de
confianza de 95% (1.96 para pruebas de dos colas); “p” es la proporcion en la

poblacion de la caracteristica a evaluar, segun la clasificacion de Maucourant et
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al. (2020) la proporcion de pacientes severos (incluyendo severos y criticos),
fue de 0.19; “q” = 1-p = 0.81; “N” = poblacion finita, en nuestro caso, 880
adultos; “e” = es el error alfa permitido, 0.05.

Reemplazando, obtenemos:

1.962:0.19:0.81-880 520.27
n= - n=
(1.962:0.19-0.81)+0.052(880—1) 2.7887

- n = 186.6 = Nyguites = 187 sujetos

Para los andlisis dentro de la poblacion adulta (comparacion de grupo con enfermedad
severa vs no severa), se realizé un célculo del tamafio muestral basados en la formula para la
comparacion de dos medias, que incluye la férmula del célculo muestral para cada grupo de

comparacion (n”’) y la formula del calculo de la varianza (S?), a saber:

nzZ-SZ-(za+zﬁ)

X —X3)
donde “S?” = varianza entre grupos; “z,” = estadistico z para un nivel de
confianza de 95% (1.96 para pruebas de dos colas); “zz” = estadistico z
correspondiente a un poder de 0.8 (0.84); “X;; X,” = medias de grupos a
comparar.
o _SHu =D+ s}, = )

(n; +n, —2)
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donde “s?; s2” = son las varianzas de cada grupo; “n;; n,” = son los totales de

observaciones en cada grupo

Basandonos en la disminucion de linfocitos observada en pacientes con enfermedad
severa (Guan et al., 2020; Wang et al., 2020; C. Wu et al., 2020) y considerando que la poblacion
de estudio son los linfocitos T, se realiz6 una busqueda en la literatura de los estimados de
referencia de linfocitos, con el objetivo de comparar poblaciones adultas. Se encontraron
valores de mediana y rango intercuartil (IQR, por sus siglas en inglés) para pacientes con y sin
enfermedad severa (C. Wu et al., 2020); por lo que se transform6 cada IQR a desviacion estandar
(SD) y luego a varianza del grupo (s?), para utilizar las férmulas descritas. Para pacientes sin
enfermedad severa, C. Wu et al. (2020) encontraron que la poblaciéon media de linfocitos fue de
1.08x10%/L (IQR 0.72 — 1.45) y para pacientes severos fue de 0.67x10%/L (IQR 0.49 —0.99), con
diferencia estadisticamente significativa (p 0.004). Utilizando la regla de que una desviacion

estandar es aproximadamente 4/3 del IQR, transformamos IQR a s°, ast:

Para pacientes no severos:

IQR = (1.45 — 0.72) - IQR = 0.73, convirtiendo a SD - SD = 073/, .2 - D = 0.54

Luego, la varianza (s°) es calculada: s = SD? - sZ,geperos = 0.2916

Para pacientes severos:

IQR = (0.99 — 0.49) - IQR = 0.50, convirtiendo a SD - SD = 0-50/, o - SD = 0.37

Luego, la varianza (s°) es calculada: s = SD? — 5,005 = 0.1369
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Utilizando la mediana de poblacion de linfocitos de cada grupo (no severos:
1.08x10°%/L [IQR 0.72 — 1.45] y severos 0.67x10°/L [IQR 0.49 — 0.99]), su IQR transformado a
5% (no severos: 0.2916; severos: 0.1369) y el total de observaciones en cada grupo (no severos:

117; severos: 84), obtenemos:

2 2
S2 — SnoSevero (nnoSevero - 1) + SSevero (nSevero - 1)

(nnOSevero + Nsevero — 2)

_ 0.2916(117-1)+0.1369(84—1)

2
S (117+84-2)

- 82 =0.2271

Con la varianza calculada, se obtuvo 1 tamafio de muestra por grupo de comparacion:

282 (244 25) , 2-0.2271- (1.96 + 0.84)?
n' = -n' =
(XnoSevero - XSevero) (108 - 0-67)2

n' = 21.2 - n' = 21 sujetos adultos por grupo

De aqui entonces, la muestra total del estudio es de 187 sujetos para la caracterizacion

general y para la comparacion intragrupo, la muestra es de al menos 21 participantes por

grupo.

Del reclutamiento del paciente

Dado que este estudio se basa en el andlisis de datos secundarios, no se realizd
contacto directo con los sujetos participantes. Todos los datos utilizados fueron previamente
recolectados en el marco del protocolo EC-CNBI-2020-05-65, el cual incluy6 el reclutamiento
de 188 pacientes adultos hospitalizados con diagndstico confirmado de COVID-19, con
posterior exclusion de 11 sujetos, quedando 177, que fueron utilizados para la caracterizacion

general de la cohorte.
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La informacioén fue extraida de la base de datos anonimizada del estudio primario, y
comprendio las siguientes categorias de variables (Tabla 1):

1. Datos demograficos: edad, fecha de nacimiento y sexo bioldgico.

2. Datos clinicos al ingreso hospitalario: fecha de hospitalizacion, diagndsticos de
ingreso, comorbilidades, fecha del primer sintoma, sintomas al momento del reclutamiento,
hallazgos del examen fisico inicial, asi como exdmenes de laboratorio pertinentes, y
tratamiento recibido al ingreso.

3. Datos de evolucion clinica intrahospitalaria: sintomas y signos presentados
durante la hospitalizacion, hallazgos fisicos relevantes, resultados sucesivos de laboratorio y
gabinete, y modificaciones en el esquema terapéutico.

4. Recorrido intrahospitalario: movimientos entre salas o unidades de cuidado
(sala general, cuidados intensivos, intermedios u otros servicios).

5. Desenlace clinico: condicion al egreso (alta médica o fallecimiento),
diagnosticos adquiridos durante la hospitalizacion, tratamientos recibidos al momento del

desenlace, diagnosticos relacionados con dicho desenlace y estado clinico al egreso.

Tabla 1
Detalle de variables recolectadas para el estudio
Tipo de variable Variable Valores/Categorias
Demogréfica Edad Afios
Demogréfica Fecha de nacimiento Fecha
Demogréfica Sexo bioldgico Femenino, Masculino
Clinica Fecha de Fecha
hospitalizacion
Clinica Diagnosticos de Diagnosticos segin CIE-10
ingreso,
Clinica Comorbilidades Asma, Bronquiectasias, Convulsiones, Cancer,

Demencia, Depresion, Desorden NeuroMusc,
Diabetes Mellitus, Discapacidad, ECV, Embolia
Pulmonar, Enf Cardiovasc, EnfHep , EnfPul
Intersticial, EPOC, Fibrosis quistica,
Hemoglobinopatia, Hiperreactividad bronquial,
HTA Pulmonar, Obesidad, VIH
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Clinica Fecha de inicio Fecha
sintomas
Clinica Sintomas al momento  Ageusia, Anosmia, Cefalea, Conjuntivitis, Diarrea,

del reclutamiento

Disnea, Escaloftrios, Fatiga, Fiebre, Hiporexia,
Malestar general, Mialgias, Nauseas, Odinofagia,
Otalgia, Rinorrea, Taquipnea, Tos, Vomitos

Clinica Laboratorios

Hemoglobina (g/dL), Hematocrito (%), Leucocitos
(x10°%/L), Neutrofilos (x10°%L o %), Linfocitos
(x10°/L o %), Eosinofilos (x10%L o %), Plaquetas
(x10°%/L), Nitrégeno de urea (mg/dL), Creatinina
(mg/dL), Bilirrubina Directa (mg/dL), Bilirrubina
Indirecta (mg/dL), Alanina Transaminasa (U/L),
Aspartato Transaminasa (U/L), Fosfatasa Alcalina
(U/L), Albiimina (g/dL), Proteina Total (g/dL),
Tiempo de Protrombina (segundos, INR), Tiempo
de Tromboplastina Parcial Activada (segundos),
Dimero D (ug/mL FEU), Ferritina (ng/mL),
Proteina C Reactiva (mg/L), Velocidad de
Eritrosedimentacion (mm/h), Procalcitonina
(ng/mL), Interleucina-6 (pg/mL), Glucosa
(mg/dL).

Clinica Tratamientos recibidos

Corticoides sistémicos (Dexametasona,
Metilprednisolona, Prednisona),
Inmunomoduladores anti-IL-6R (Tocilizumab,
Sarilumab), Antivirales (Remdesivir),
Anticoagulantes (Heparina sodica, Enoxaparina),
Terapia de soporte (Oxigenoterapia: canula nasal,
mascarilla simple, alto flujo, VMNI, VMI),
Antibioticos/antivirales experimentales
(Azitromicina, Lopinavir/ritonavir,
Hidroxicloroquina), Otros de uso local
(Colchicina, Ivermectina).

Clinica Hallazgos relevantes
del examen fisicos

Signos vitales (Fiebre, Taquicardia, Taquipnea,
Hipotension, Saturacion de Oz), Manifestaciones
respiratorias (Disnea, Uso de musculos accesorios,
Cianosis, Tiraje intercostal), Parametros de
oxigenacion (PaO2/FiO: < 300 mmHg, PaO./FiO:
< 200 mmHg), Manifestaciones neuroldgicas
(Confusion, Somnolencia, Agitacion),
Manifestaciones hemodinamicas (Shock,
Necesidad de vasopresores), Manifestaciones
generales (Fatiga intensa, Astenia, Dolor toracico,
Anorexia).

Clinica Desenlace clinico

Egresado vivo, Egresado fallecido

Nota. Abreviaturas: CIE-10: Clasificacion Internacional de Enfermedades, décima revision, Desorden
NeuroMusc: Desorden neuromuscular, ECV: Enfermedad cerebrovascular, Enf Cardiovasc: Enfermedad
cardiovascular, EnfHep: Enfermedad hepatica, EnfPul Intersticial: Enfermedad pulmonar intersticial,
EPOC: Enfermedad pulmonar obstructiva croénica, HTA Pulmonar: Hipertension arterial pulmonar, INR:
International Normalized Ratio, Oz: Oxigeno, PaO-/FiO2: Relacion entre presion arterial de oxigeno y
fraccion inspirada de oxigeno, VIH: Virus de la inmunodeficiencia humana, VMI: Ventilacion mecéanica

invasiva, VMNI: Ventilacién mecanica no invasiva.
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De la severidad de la enfermedad

Para categorizar la severidad de la COVID-19 en los participantes y estudiar las
relaciones con la actividad de los linfocitos T, se utilizé la Escala de Progresion Clinica de la
Organizacion Mundial de la Salud (WHO, 2020a), que refleja el curso clinico del paciente y el
uso de recursos durante la enfermedad. La escala provee una medida de enfermedad que va
desde “0” (no infectado) a “10” (fallecido), enfocandose en elementos que se obtienen
rapidamente de los expedientes clinicos (oxigenoterapia, intubacion y ventilacion mecénica,
cociente pO2/Fi02, uso de vasopresores, didlisis 0 membrana de oxigenacion extracorporea);
y reconoce que la ventilacion mecanica provee soporte vital a un paciente criticamente
enfermo, aunque la supervivencia se ve afectada por la severidad de la falla respiratoria y el
desarrollo de falla organica. Asi, la herramienta permite clasificar a los pacientes en: no
infectado, enfermedad leve (ambulatorio), enfermedad moderada (hospitalizado), enfermedad
severa (hospitalizado) y fallecido (Anexo 5).

En nuestro contexto, se segregaron los sujetos en dos grupos, “COVID-19 severo” y
“COVID-19 moderado”. Se consideraron casos de “COVID-19 severo” aquellos que se
clasificaron seglin la escala en “fallecido” y en “enfermedad severa”; y con “COVID-19
moderado”, aquellos que presentaron pardmetros de “enfermedad moderada”, ya que

“enfermedad leve” constituye pacientes ambulatorios, que no es el foco del estudio (Tabla 2).
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Tabla 2

Adaptacion utilizada de la Escala de Progresion Clinica de la Organizacion
Mundial de la Salud

Estado clinico segiin OMS Adaptacion para el estudio
Ambulatorio: No infectado No utilizado

Ambulatorio: Enfermedad leve No utilizado

Hospitalizado: Enfermedad moderada Enfermedad Moderada
Hospitalizado: Enfermedad severa Enfermedad Severa
Hospitalizado: Fallecido Enfermedad Severa

Nota. OMS: Organizacion Mundial de la Salud.

De los experimentos a realizar

Los experimentos fueron realizados utilizando muestras clinicas previamente
recolectadas en el marco del estudio EC-CNBI-2020-05-65, especificamente células
mononucleares de sangre periférica (PBMCs, por sus siglas en inglés) obtenidas de pacientes
hospitalizados con diagnostico confirmado de COVID-19.

Las actividades experimentales se disefiaron para dar cumplimiento a los objetivos del
estudio, mediante la aplicacion de técnicas de citometria de flujo multiparamétrica sobre
PBMC:s criopreservadas de los sujetos seleccionados, las cuales fueron procesadas bajo
condiciones estandarizadas en el laboratorio.

El desarrollo experimental siguio las siguientes etapas:

Estandarizacion de panel de citometria de flujo: Se seleccion6 y optimizo el panel de
anticuerpos monoclonales dirigidos contra marcadores de superficie. Esta fase incluyo la
ejecucion de controles de compensacion, controles de isotipos y curvas de titulacion para cada
anticuerpo utilizado. Los controles de isotipo se emplearon para titular individualmente cada
anticuerpo del panel, permitiendo discriminar la sefial especifica de la inespecifica y detectar
el ruido de fondo derivado del isotipo y del fluorocromo tanto en su propia huella espectral

como en el resto de la sefal en muestras negativas. Posteriormente, se utilizaron los controles
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FMO (Fluorescence Minus One) que corresponde a tefiir la muestras con todos los marcadores
menos el marcador con su fluorocromo de interés, durante el proceso de tincion del panel, con
el fin de identificar el ruido de fondo generado por la combinacién de los demas anticuerpos
sobre el fluorocromo de interés. En citometria espectral, este enfoque se interpreta en
términos de huellas espectrales, lo que permite una resolucion mas precisa de la fluorescencia
asociada a cada marcador.

Descongelamiento y preparacion de PBMCs: Las muestras fueron descongeladas,
lavadas y cuantificadas para verificar viabilidad celular. Se evalud la recuperacion celular y se
excluyeron aquellas muestras que no alcanzaron el umbral minimo de un millén de células
viables (Anexo 6).

Tincion celular y adquisicion de datos: Se aplicaron protocolos estandarizados para la
tincion celular, que incluyeron el bloqueo de receptores Fc, la tincion de marcadores de
superficie y la fijacion celular (ver Anexo 6). La adquisicion de eventos se realizé en un
citometro de flujo espectral Cytek Aurora Northern Lights (Cytek® Biosciences, Fremont,
CA, USA), equipado con tres laseres (405 nm, 488 nm y 640 nm), filtros de dispersion lateral
de alta sensibilidad y un sistema de deteccion espectral completo que permite la
deconvolucion de multiples fluorocromos a partir de sus huellas de emision. Este equipo
permite la lectura de hasta 38 parametros (36 de fluorocromos diferentes).

Andlisis de datos: Los archivos generados fueron analizados mediante el software
FlowJo™, estableciendo compuertas para las principales subpoblaciones de linfocitos T (T
CD4+, T CD8+), sus perfiles funcionales y de diferenciacion (virgen, memoria central,

memoria efectora, TEMRA), de acuerdo con los objetivos especificos del estudio (Table 3).
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Citometria de flujo

Para la caracterizacion inmunofenotipica de linfocitos T en pacientes hospitalizados
con COVID-19, se empleo citometria de flujo espectral multiparamétrica utilizando células
mononucleares de sangre periférica (PBMCs) previamente criopreservadas (Kunz et al.,
2018). Las muestras fueron descongeladas rapidamente en bafio Maria a 37 °C, recuperadas en
medio RPMI-1640 suplementado con 10% de suero fetal bovino (FBS) y 1% de antibidticos
(penicilina-estreptomicina), y posteriormente lavadas para eliminar el crioprotector. La
viabilidad celular se determin6 por exclusion con azul de tripano, ajustandose la densidad
celular unicamente con las células viables (Anexo 6).

Se implementaron multiples controles de calidad experimental, incluyendo: controles
de viabilidad (células sometidas a choque térmico —80 °C/+42 °C), controles de tincion Unica
para el calculo de las matrices de deconvolucion espectral, controles no tefiidos para establecer
la autofluorescencia basal y controles FMO esenciales para definir con precision los umbrales
de positividad en cada marcador dentro de un panel multiparamétrico. Como marcador de
viabilidad se utilizo el tinte ViaDye™ Red Fixable Viability Dye (Cytek Biosciences®).

El panel de inmunofenotipificacion incluyo6 22 anticuerpos monoclonales marcados
con fluorocromos (complejo AnticuerpoMonoclonal-Fluorocromo), dirigidos contra
marcadores de superficie (o clusteres de diferenciacion, CD); distribuidos en huellas
espectrales especificas para cada fluorocromo para evaluar subpoblaciones celulares
especificas de linfocitos T, células B, células NK y poblaciones mieloides (Tabla 3). Los
CD’s empleados (Tabla 3): CD3, CD4, CDS, CD14, CD16, CD19, CD20, CD25/IL-2Raq,
CD27, CD38, CD45, CD45RA, CD56/NCAM, CD57, CD69, CD95/Fas, CD127/IL-7Ra,

CD183/CXCR3, CD197/CCR7, CD279/PD-1, CD303/BDCA-2, CD314/NKG2D. Los
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detalles de los complejos AnticuerpoMonoclonal-Fluorocromo utilizados se detallan en el

Anexo 6.
Tabla 3
Clusteres de diferenciacion utilizados para definir subpoblaciones
celulares de PBMC’s
Definicion de poblaciones
CD45 Pan-Leucocitario
CD3 Linfocitos T (pan-T)
CD4 Linfocitos T colaboradores (Th)
CD8 Linfocitos T citotoxicos
CDh14 Exclusion — Monocitos (exclusion de
mieloides)
CDl16 Exclusion — NK citotoxicas y monocitos
CD19 Exclusion — Linfocitos B
CD20 Exclusion — Linfocitos B maduros
CD56 / NCAM Exclusion — Células NK, subset T-NK

CD303 / BDCA-2

Diferenciacion y memoria

Exclusion — Células dendriticas
plasmocitoides

CD45RA Linfocitos T Virgen

CD197/ CCR7 Memoria T Central

CD27 Memoria T / Diferenciacion

CD95 / Fas Memoria T / Diferenciacion
Activacion

CD25 /IL-2Ra Activacion T, Tregs

CD38 Activacion T

CD69 Activacion T temprana

Inhibicion, estado funcional

CD127/1IL-7Ra

Homeostasis T; Tregs (CD25+CD127")

CD183 /CXCR3 Migracion T CDS8 / Quimiotaxis Thl
CD279/PD-1 Inhibicion / Agotamiento T
CD314 /NKG2D CDS citotoxicos
Senescencia, apoptosis
CD57 Senescencia / Agotamiento T
CD95 / Fas Apoptosis

Nota. CD: clusted de diferenciacion, PBMCs: células mononucleares de sangre periférica.

Para optimizar la tincién se emplearon soluciones tampones (buffers) especificas:

Solucion tampon de tincion brillante (Brilliant Stain Solucion tampoén, BD Biosciences®) para

prevenir agregacion y TruStain FcX™ humano (solucion de bloqueo de rFc, 4 °C,
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Biolegend®), para reducir la unién inespecifica de los anticuerpos con receptores Fc en las
células inmunes. La incubacion de anticuerpos se realiz6 a temperatura ambiente durante 20
minutos, protegida de la luz, seguida de lavados con solucién tampon de tincion y fijacion con
paraformaldehido al 1%.

Finalmente, las células se resuspendieron en solucion tampdn de adquisicion y fueron
analizadas en un citometro espectral Northern Lights™ (Cytek® Biosciences, Fremont, CA,
USA), configurado con tres laseres (405 nm, 488 nm y 640 nm) y un sistema de deteccion
espectral de resolucion completa. La adquisicion se realizé a flujo medio, dentro de las 48
horas posteriores a la tincidn, registrando hasta 1 x 10° eventos por muestra segun la
disponibilidad celular. Esta estrategia permitio la resolucion de alta dimension para la
identificacion de linfocitos T virgen, memoria central (TCM), memoria efectora (TEM),
poblaciones T activadas y exhaustas, asi como células B, NK y mieloides.

Estrategia de exclusion secuencial

El analisis por citometria de flujo espectral fue realizado siguiendo una estrategia de
exclusion secuencial (gating strategy) con el objetivo de identificar subpoblaciones especificas
de linfocitos T a partir de PBMCs previamente tefiidas. En la primera etapa, se seleccionaron
eventos singletes mediante la comparacion de parametros de dispersion hacia adelante y lateral
(FSC-A vs FSC-H y SSC-A vs SSC-H), lo que permitio excluir agregados celulares y dobles.
Posteriormente, se aplicé un gate de viabilidad utilizando el colorante ViaDye™ Red Fixable
Viability Dye (Cytek Biosciences®), seleccionandose inicamente los eventos negativos para
este tinte, correspondientes a células vivas.

En la siguiente fase, se realiz6 la seleccion de leucocitos y linfocitos totales a través de
marcadores panleucocitarios y panlinfocitarios. Se emplearon CD45 (marcador pan-

leucocitario) y CD3 (marcador pan-T), definiéndose el gate en los eventos dobles positivos
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CD45+CD3+. Esta estrategia inicial estableci6 la poblacion de referencia sobre la cual se

aplicaron los subsiguientes gates dirigidos a discriminar linfocitos T CD4+, CD8+ y sus

subpoblaciones (Figura 4).

Figura 4

Estrategia de exclusion secuencial (Gating strategy) utilizada en el estudio.
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Una vez identificadas las poblaciones de linfocitos T CD4" y CD8", se aplicaron

combinaciones de marcadores fenotipicos para evaluar su estado de activacion, diferenciacion

y funcionalidad (Tabla 3). La memoria y diferenciacion se analizaron mediante CD45RA,

CD197, CD27 y CD95, definiendo los siguientes fenotipos: Virgen (CD45RA+, CD197+,

CD27+, CD95-/+), Memoria central o TCM (CD45RA—, CD197+, CD27+, CD95+),

Memoria efectora 0 TEM (CD45RA—, CD197—, CD27+/—, CD95+) y Efector terminal o

TEMRA (CD45RA+, CD197—, CD27—, CD95+) (Tabla 4, Figura 5).
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Tabla 4

Subpoblaciones de Linfocitos T definidas segun CD’s

Subpoblacién CD45RA CD197/CCR7 CD27 CD95/Fas
Virgen (Naive) + + + —/+
Memoria Central (TCM) - + + +
Memoria Efectora (TEM) - - +/— +
Efector Terminal (TEMRA) + - — +

Hasta este punto, la definicion de los gates fue realizada manualmente y validada por
consenso entre tres expertos. Posteriormente, el analisis de la expresion de los diferentes
marcadores dentro de cada subpoblacion se efectué de manera combinada, manual y
automatica, utilizando el software FlowJo™ (BD Biosciences). En este tltimo, ademés de los
analisis manuales, se aplicaron los algoritmos UMAP (Uniform Manifold Approximation and
Projection) y FlowSOM (Self-Organizing Maps), que permitieron la reduccion de
dimensionalidad y la identificacidon no supervisada de conglomerados celulares. El uso de
UMAP facilit6 la visualizacion global de la estructura de alta dimension de las poblaciones
linfocitarias en mapas bidimensionales. En el analisis no supervisado mediante FlowSOM, un
claster se define como un grupo de células con un perfil de expresion fenotipico similar para
los marcadores incluidos en el panel de citometria. Estos conglomerados se agrupan
posteriormente en metaclusters que representan poblaciones inmunoldgicamente reconocibles
(naive, TCM, TEM, TEMRA, Treg, etc.), de acuerdo con la coexpresion de marcadores
clasicos de diferenciacion (CD45RA, CCR7, CD27, CD95).

Los marcadores de activacion empleados incluyeron CD25/IL-2Ra, CD38 y CD69,
con el fin de diferenciar estados de activacion temprana y tardia. El estado funcional e
inhibitorio se evalué mediante CD127/IL-7Ra, CD183 (subpoblaciones con polarizacién tipo
Thl), CD279/PD-1 (marcador de agotamiento) y CD314/NKG2D para identificar linfocitos T

con potencial citotoxico. La senescencia y la susceptibilidad a apoptosis fueron determinadas
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por la expresion de CD57 y CD95/Fas, respectivamente. Esta estrategia permitio una
resolucion de alta dimension de subpoblaciones T funcionalmente relevantes, aportando
informacion critica para comprender la dindmica de la respuesta inmunitaria frente a la
infeccion por SARS-CoV-2 en pacientes hospitalizados.

Figura 5

Estrategia de exclusion secuencial (Gating strategy) para determinar subpoblaciones de
Linfocitos T.
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Procedimientos para la recoleccion de informacion, manejo de la confidencialidad y
aspectos éticos

Antes del inicio de este sub-estudio, se solicitd la aprobacion al Comité Nacional de
Bioética de la Investigacion (CNBI) de la Republica de Panama. Dado que se tratd de un
analisis retrospectivo de datos secundarios previamente recolectados y anonimizados, y que no
implico contacto directo con los sujetos participantes, se gestiond bajo la modalidad de
revision expedita, conforme a las disposiciones del propio comité y en apego a la Ley 68 del
20 de noviembre de 2003, que regula los derechos y deberes de los pacientes en cuanto a la
informacion y toma de decisiones libres e informadas.

El estudio fue aprobado formalmente por el CNBI bajo el cédigo EC-CNBI-2021-10-

156 (Anexo 4), mientras que el protocolo primario que originé la base de datos fue aprobado
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previamente bajo el cédigo EC-CNBI-2020-05-65 (ver Anexo 2). Durante la ejecucion del
estudio primario, todos los participantes firmaron un consentimiento informado por escrito, en
el cual se incluia una clausula especifica que autorizaba el uso de sus datos con fines de
investigacion secundaria, siempre que esta contara con aprobacion ética independiente y
garantizara la anonimizacion total de la informacion.

En este sub-estudio, que corresponde al objetivo 2.7.2. del estudio primario, la
recoleccion y manejo de datos se realiz6 con estrictas medidas de proteccion de la
confidencialidad. Para cada expediente clinico, se registrd inicamente el nimero de historia
clinica, el cual fue inmediatamente reemplazado por un cédigo numérico interno del estudio.
Dicho codigo fue encriptado, protegido con contraseia y almacenado en la computadora
personal del investigador principal, sin acceso a identificadores como nombres, cédula de
identidad personal, nimero de seguro social o direccion. Esta computadora tuvo acceso
restringido y fue utilizada exclusivamente para el analisis de este sub-estudio.

Dado que no existié ninguna interaccion directa con los participantes y el inico riesgo
potencial fue una eventual violacion de la privacidad (adecuadamente mitigada), este estudio
fue clasificado como de riesgo minimo para los sujetos incluidos.

Una vez finalizado el proceso de recopilacion y analisis de datos, todos los archivos
generados fueron encriptados, protegidos con contrasefia y transferidos a una unidad de
almacenamiento externa (unidad flash), desde la cual fueron eliminados de la computadora
personal del investigador. Este dispositivo fue almacenado bajo llave en el Departamento de
Virologia y Biotecnologia del Instituto Conmemorativo Gorgas de Estudios de Salud, en los
archivos correspondientes al protocolo EC-CNBI-2020-05-65, donde permanecera archivado

durante el mismo periodo establecido para el resguardo de los datos del estudio primario.
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Este estudio fue conducido en cumplimiento de los principios éticos internacionales
definidos por la Declaracion de Helsinki, las Pautas Eticas Internacionales del CIOMS, y las

normativas nacionales panamefias sobre investigacion con sujetos humanos.

Analisis estadistico

El anélisis estadistico se llevo a cabo utilizando un enfoque integral que incluy6
métodos descriptivos e inferenciales, con el proposito de caracterizar a la poblacion de estudio
y explorar la asociacion entre variables clinicas, demograficas e inmunoldgicas con la
severidad de la COVID-19.

En una primera fase, se aplicaron estadisticos descriptivos para resumir las
caracteristicas basales de la cohorte. Para las variables continuas se calcularon medidas de
tendencia central y dispersion (media, mediana, desviacion estandar y rango intercuartilico,
segun la distribucion de los datos), mientras que las variables categoricas se expresaron en
frecuencias absolutas y relativas. Posteriormente, se realizaron anélisis bivariados con el fin
de identificar diferencias entre los grupos de comparacion (COVID-19 severo vs. COVID-10
moderado). Para las variables categoricas se empleo la prueba exacta de Fisher o la prueba
chi-cuadrado, de acuerdo con la distribucion de frecuencias esperadas. En el caso de variables
continuas, se utilizaron pruebas t de Student para datos con distribucion paramétrica y
varianzas homogéneas, y la prueba t de Welch cuando no se cumplié el supuesto de
homogeneidad de varianzas. Para distribuciones no paramétricas se aplicé la prueba de
Wilcoxon.

En cuanto a los datos derivados de citometria de flujo, se calcularon las frecuencias

relativas de las principales subpoblaciones de linfocitos T CD4" y CD8", y dichas
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proporciones se compararon de acuerdo con la clasificacion clinica de severidad (enfermedad

moderada vs. severa), aplicando las pruebas estadisticas antes descritas segun correspondiera.
En todos los anélisis se considerd un valor de p < 0.05 como estadisticamente

significativo. El procesamiento y andlisis de los datos se realizd con software estadistico

especializado, garantizando la validez y reproducibilidad de los resultados.
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CAPITULO CUATRO: RESULTADOS
Analisis Univariado

La cohorte analizada incluy6 un total de 177 pacientes hospitalizados con diagnostico
confirmado de COVID-19 (Tabla 5). La edad media de los participantes fue de 51 afos
(Rango Intercuartilico -RIC-: 43—59). En cuanto al sexo, el 62.1% correspondié a hombres (n
=110) y el 37.9% a mujeres (n = 67). La clasificacion clinica de severidad mostré que el
72.9% (n = 129) presentd enfermedad moderada, mientras que el 27.1% (n = 48) desarrollo
formas severas. En relacion con las comorbilidades, el 32.8% de los sujetos no presento
ninguna, el 33.9% tenia una y el 33.3% presentaba dos o mas. Especificamente, las
comorbilidades mas frecuentes fueron: obesidad (30.6%), hipertension arterial (27.7%),
diabetes mellitus (22.5%), asma (12.1%) y enfermedad cardiovascular no especificada (6.9%).

Respecto a la fase infecciosa al momento del ingreso, el 46.3% (n = 82) se encontraba
en fase aguda (< 7 dias desde la fecha de inicio de sintomas) y el 53.7% (n = 95) en fase
convaleciente (> 7 dias desde la fecha de inicio de sintomas); teniendo el tiempo transcurrido
desde la fecha de inicio de sintomas hasta la inclusion en el estudio una mediana de 7 dias
(RIC: 5-9). En cuanto a los signos y sintomas clinicos mas frecuentes al ingreso, predomind
la tos (70.1%), seguida de disnea (67.2%)), fiebre (64.4%) y malestar general (58.8%). Otros
sintomas reportados fueron taquipnea (48.6%), cefalea (31.1%), fatiga (26.6%), mialgias

(21.5%) y odinofagia (20.9%).
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Tabla §

Caracteristicas basales de la poblacion de estudio al ingreso
Caracteristica Valores
Edad, afos; Mediana (RIC) 51 (43-59)

Sexo; n (%)

Femenino 67 (37.9%)

Masculino 110 (62.1%)
Severidad de la enfermedad; n (%)

Moderada 129 (72.9%)

Severa 48 (27.1%)
Dias desde el inicio de sintomas; Mediana (RIC) 7 (5-9)

Fase infecciosa; n (%)

Aguda (<7 dias)
Convaleciente (>7 dias)

Numero de comorbilidades; n (%)

82 (46.3%)
95 (53.7%)

Sin comorbilidades
1 comorbilidad
> 2 comorbilidades

Comorbilidades; n (%)

58 (32.8%)
60 (33.9%)
59 (33.3%)

Obesidad

Hipertension Arterial

Diabetes Mellitus

Asma

Enfermedad Cardiovascular no especificada

Signos y sintomas clinicos; n (%)

53 (30.6%)
48 (27.7%)
39 (22.5%)
21 (12.1%)

12 (6.9%)

Tos

Disnea

Fiebre

Malestar General
Taquipnea
Cefalea

Fatiga

Mialgias
Odinofagia

124 (70.1%)
119 (67.2%)
114 (64.4%)
104 (58.8%)
86 (48.6%)
55 (31.1%)
47 (26.6%)
38 (21.5%)
37 (20.9%)

Nota. La cohorte inicial incluy6 188 sujetos; se excluyeron 10 por datos
insuficientes para clasificacion de severidad y 1 por infeccion por VIH,

quedando 177 para el analisis final.
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Con respecto a los marcadores hematologicos y serologicos (Tabla 6), la hemoglobina
presentd una mediana de 13.8 g/dL (RIC: 12.4-14.5) y el hematocrito de 41.0% (RIC: 36.8—

43.3), ambos dentro de los valores de referencia. El recuento total de leucocitos fue de 7.7
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x10%L (RIC: 6.1-10.8), con predominio de neutrofilos [6.2 x10%L (RIC: 4.8-9.5)] y linfocitos
dentro del rango normal [1.03 x10%L (RIC: 0.7-1.5)], con tendencia al limite inferior. Los
eosinéfilos se encontraron marcadamente reducidos (0.0 x10°/L), y las plaquetas mostraron
valores de 234 x10°/L (RIC: 185.8-310.5), en rangos normales. En cuanto a la coagulacion, el
tiempo de protrombina fue de 12.8 seg (RIC: 11.4-13.9) y el TTPA de 30.9 seg (RIC: 28.3—
34.0), ambos dentro de los limites fisioldgicos.

Entre los reactantes de fase aguda, se documentaron elevaciones a considerar: la
proteina C reactiva (PCR) tuvo un valor de 15.9 mg/L (RIC: 0.5-42.7), la procalcitonina de
0.14 ng/mL (RIC: 0.06-0.28), la ferritina de 541.1 ng/mL (RIC: 223.1-1066.5), el dimero D
de 685 pg/mL FEU (RIC: 400-1085) y la interleucina-6 (IL-6) con valores de 7.6 pg/mL
(RIC: 3.6-28.9). La VES no presento alteraciones a considerar.

La glucosa se situ6 en 135.0 mg/dL (RIC: 114.0-184.5). En cuanto a funcién renal, el
nitrégeno de urea fue de 14.4 mg/dL (RIC: 10.0-20.0) y la creatinina de 0.8 mg/dL (RIC:
0.63—1.0), ambos en rangos normales. Para la funcion hepdtica, se document6 elevacion de
transaminasas (ALT 47 U/L; AST 49 U/L), con bilirrubinas y fosfatasa alcalina en valores de
referencia. Finalmente, el promedio de la albumina y de las proteinas totales fueron de 3.7+

0.5 g/dL y 7.11+0.69 g/dL, respecticamente, ambos, en limites normales.

Tabla 6
Biomarcadores hematologicos y bioquimicos de la poblacion de estudio (n = 177)

. . , Reporte .
Variable (unidades) n Mediana (RIC) Valores de referencia
Hb (g/dL) 173 13.8 (12.4-14.5) H: 13.5-17.5/M: 12.0-15.5
Hcto (%) 173 41.0 (36.8-43.3) H: 41-53 / M: 3646
Leucos (x10°/L) 172 7.7 (6.1-10.8) 4.0-10.0
Neutrofilos (x10°/L) 172 6.2 (4.89.5) 2.0-7.0
Linfocitos (x10°/L) 172 1.03 (0.7-1.5) 1.0-3.0
Eosinofilos (x10%L) 172 0.0 (0.0-0.0) 0.05-0.5

Plaquetas (x10°/L) 172 234.0 (185.8-310.5) 150-400
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TTP (segundos) 120 12.8 (11.4-13.9) 11-14 /INR 0.8-1.2
TTPA (segundos) 120 30.9 (28.3-34.0) 25-35
VES (mm/h) 109 0.0 (0.041.0) H<15/M<20
PCR (mg/L) 132 15.9 (0.5-42.7) <5
Procalcitonina
(ng/mL) 144 0.14 (0.06-0.28) <0.05
Ferritina (ng/mL) 132 541.1 (223.1-1066.5) H: 30400/ M: 15-150
Dimero D (ug/mL .
FEU) 144 685.0 (400.0-1085.0) <0.5
Interleucina-6

87 7.6 (3.6-28.9 <7
(pg/mL) ( )
Glucosa (mg/dL) 162 135.0 (114.0-184.5) 70-100 (ayuno)
Nitrogeno de urea
(me/dL) 167 14.4 (10.0-20.0) 7-20
Creatinina (mg/dL) 169 0.8 (0.63-1.0) H:0.7-1.3/M:0.6-1.1
ALT (U/L) 155 47.0 (30.0-79.0) <40
AST (U/L) 155 49.0 (34.5-66.5) <40
Fosfatasa alcalina
(U/L) 108 74.0 (56.5-106.25) 44-147
Bilirrubina directa
(me/dL) 149 0.1 (0.0-0.35) 0.0-0.3
Bilirrubina indirecta
(me/dL) 148 0.0 (0.0-0.4) 0.2-1.0
Proteina total* (g/dL) 55 7.11 £0.69 6.0-8.0
Albtimina* (g/dL) 86 3.68+0.5 3.5-5.0

Nota. Datos correspondientes a 177 sujetos. Abreviaturas: n’: nimero de sujetos con
datos analizables, RIC: Rango intercuartilico, Hb: Hemoglobina, Hcto; Hematocrito,
Leucos: Leucocitos, TTP: Tiempo de protrombina, TTPA: Tiempo de tromboplastina
parcial activada, VES: Velocidad de eritrosedimentacion, PCR: Proteina C reactiva,
ALT: Alanina transaminasa, AST: Aspartato transaminasa, H: Hombres, M: Mujeres.
*Variables con distribucion normal, por lo que sus valores representan Promedio y

Desviacion estandar.

Analisis Bivariado

Al comparar las caracteristicas basales entre los pacientes con COVID-19 moderada (n

=129) y severa (n = 48) (Tabla 8), no se observaron diferencias significativas en la edad [51.0

afios (RIC: 43.0-59.0) vs 49.0 afios (RIC: 42.8-61.5); p = 0.903] ni en la proporcion de

hombres (63.6% vs 58.3% vs.; p = 0.643). De igual manera, el tiempo transcurrido desde el

inicio de sintomas hasta la inclusion en el estudio fue similar en ambos grupos [7.0 dias (RIC:

5.0-9.0) vs. 7.0 dias (RIC: 5.0-9.0); p = 0.435]. En cuanto al nimero de comorbilidades, al



Respuesta inmune mediada por linfocitos T en pacientes hospitalizados por COVID-19. 40
Panama 2020-2021.

categorizar los sujetos en tres grupos (0, 1, y >2 comorbilidades), se observé una distribucion
diferencial de la severidad entre ellos. La prueba de chi-cuadrado revel6 una asociacion
estadisticamente significativa entre el nimero de comorbilidades y la categoria de enfermedad
(moderada vs severa) (p 0.0144), indicando que un mayor nimero de comorbilidades se asocia

con una mayor proporcion de casos severos.

Tabla 7
Caracteristicas basales de la poblacion segun severidad clinica
Variable Moderada Severa D Direccién
(n=129) (n=48)
Edad (afios) 51.0 (43.0-59.0)  49.0 (42.8-61.5) 0.903
Sexo Masculino (%) 82 (63.6) 28 (58.3) 0.643
Dias desde inicio de sintomas 7.0 (5.0-9.0) 7.0 (5.09.0) 0.435
Numero de comorbilidades; t Severa
n (%)
0 45 (34.8) 13 (27.1)
1 49 (37.9) 11(22.9) 0.014*
>2 35(27.1) 24 (50.0)

Nota. Valores expresados como mediana (RIC) para variables continuas. Se aplicé Mann—
Whitney U para comparar edad, dias desde inicio de sintomas y nimero de comorbilidades. Para
la variable sexo se utilizé chi. *p < 0.05 considerado significativo.?Grupo de referencia.

Al comparar los biomarcadores entre pacientes con COVID-19 moderada y severa
(Tabla 7), se identificaron diferencias significativas en varios pardmetros. Los pacientes con
enfermedad severa presentaron valores mas elevados de ferritina (p 0.0185, 1 Severa), dimero
D (p 0.0084, 1 Severa), e interleucina-6 (p 0.0003, 1 Severa). Al mismo tiempo, la AST
aumentd de manera significativa en los pacientes severos (p 0.0084, 1 Severa), mientras, las
proteina totales y la albumina disminuteron de manera significativa (p 0.0439, | Severa; p
0.0457, | Severa, respectivamente). En contraste, no se observaron diferencias significativas

en parametros clasicos como hemoglobina, hematocrito, plaquetas, funcion renal o hepatica.
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Tabla 8
Biomarcadores segun severidad clinica (Moderada vs Severa) con pruebas de significancia
Variabl Moderada Severa Di .
ariable (n’ / RIC) (n’ / RIC) p ireccion
126/ 47/
Hb (g/dL) 13.8 (12.4-14.5) 13.9 (12.5-14.5) 0.6254
126/ 47/
Heto(%) 41.1 (36.4-43 3) 40.8 (37.7-42.7) 0.8377
126/ 46 /
9
Leucos (<10°/L) 7.70 (5.95-10.67) 7.75 (6.42-11.46) 0.4363
Neutrofilos 126 / 46 / 0.3075
(x10°/L) 6.00 (4.69-9.30) 6.46 (5.01-10.28) ‘
Linfocitos 126 / 46 / 0.7939
(x10°L) 1.03 (0.71-1.55) 1.05 (0.69-1.39) ‘
Eosinofilos 125/ 47/ 0.1148
(x10°/L) 0.00 (0.00-0.01) 0.00 (0.00-0.00) ‘
Plaquetas 126/ 46/ 0.989
(x10°/L) 234.00 (179.50-316.00)  235.50 (188.25-289.00) '
87/ 33/
TTP (segundos) 12.67 + 1.64 12.80 (11.40-14.70) 4187
87/ 33/
TTPA (segundos) 30.80 (27.75-33.65) 32.68 + 8.28 0.2182
74/ 35/
VES (mm/h) 0.00 (0.00-42.50) 0.00 (0.00-35.00) 0.8994
PCR (mg/L) o7/ 35/ 0.0843
12.40 (0.00-36.20) 24.00 (3.60-92.65) ‘
Procalcitonina 105/ 39/ 0.0764
(ng/mL) 0.12 (0.06-0.23) 0.19 (0.10-0.41) ‘
) 92/ 40/ .
Ferritina (ng/ml) 45 5021770-886.40)  710.85 (418.05-1394.07) 0183 1 Severa
Dimero D (ug/mL 103/ 41/ %
FEU) 609.00 (344.50-964.50)  862.00 (534.0-1630.00) (-0084* 7 Severa
Interleucina-6 59/ 28/ %
(pg/mL) 5.90 (3.05-14.90) 3230 (15.15-112.30)  *0003* 1 Severa
117/ 45/
Glucosa (mg/dL) 135.00 (114.00-198.00)  137.00 (114.00-166.00) 06863
Nitrogeno de 123/ 44 / 0.7149
urea (mg/dL) 14.00 (10.10-19.35) 15.00 (10.00-22.50) :
Creatinina 124/ 45/ 0.1261
(mg/dL) 0.77 (0.61-0.97) 0.81 (0.73-1.12) ‘
ALT (U/L) 114/ 41/ 0.0803
45.00 (28.00-74.50) 55.00 (36.00-92.00) ‘
114/ 41/ .
AST (UL) 46.00 (31.50-62.75) 60.00 (38.00-95.00)  *0084% 1 Severa
Fosfatasa alcalina 76 / 32/ 02271

(U/L)

73.50 (54.00-93.50)

80.00 (63.00-122.00)
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Bilirrubina directa 107/ 42/

(mg/dL) 0.08 (0.00-0.33) 0.15 (0.00-0.41) 0.1979

Bilirrubina 106 / 42/ 01515

indirecta (mg/dL) 0.00 (0.00-0.36) 0.11 (0.00-0.51) ‘

Proteina total** 40/ 15/

(g/dL) 7.24+0.62 6.77+0.77 0.0439* | Severa
Albimina** 67/ 19/

(g/dL) 3.74£0.52 3.50 +£0.43 0.0457% | Severa

Nota. Datos correspondientes a 177 sujetos. Se aplico t de Welch cuando ambos grupos siguieron
distribucion normal y prueba de Mann—Whitney U cuando no se cumple. *p < 0.05 considerada
estadisticamente significativa. Direccion indica la tendencia del valor en pacientes con enfermedad Severa
respecto a Moderada. Abreviaturas: n’: numero de sujetos con datos analizables, RIC: Rango
intercuartilico, Hb: Hemoglobina, Hcto; Hematocrito, Leucos: Leucocitos, TTP: Tiempo de protrombina,
TTPA: Tiempo de tromboplastina parcial activada, VES: Velocidad de eritrosedimentacion, PCR: Proteina
C reactiva, ALT: Alanina transaminasa, AST: Aspartato transaminasa. ** Variables con distribucion
normal, por lo que sus valores representan Promedio y Desviacion estandar.

Analisis Multiparamétrico

Para evaluar las diferencias en la distribucién de subpoblaciones de linfocitos T segin
la severidad clinica de la COVID-19, igual que en analisis previos, se agruparon los sujetos en
enfermedad moderada y enfermedad severa. Las frecuencias relativas de cada subpoblacion
fueron expresadas como mediana y rango intercuartilico (RIC). La comparacion entre ambos
grupos se realizdo mediante la prueba no paramétrica de Mann—Whitney U, considerando un
valor de p < 0.05 como criterio de significancia estadistica.

En el analisis de las subpoblaciones de linfocitos T CD4* no se observaron diferencias
estadisticamente significativas entre pacientes con COVID-19 moderada y severa (todas con p
> (.05, Tabla 8). Los casos severos presentaron valores de frecuencia relativa ligeramente
menores en las células de memoria central (TCM: 69.4% vs 68.9% en moderados) y mayores

en las poblaciones efectoras de memoria (TEM: 5.4% vs 4.8%) y TEMRA (0.5% vs 0.48%).
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Tabla 9

Frecuencias relativas de subpoblaciones de linfocitos T CD4+ segun severidad clinica en
pacientes hospitalizados con COVID-19

Frecuencia relativa de poblacién Enf Moderada Enf Severa

parental (%) (mediana [RIC]) (mediana [RIC]) p
CD4+ (CD3+CD4+) 47.90[29.15-61.02] 46.10 [32.48-58.92] 0.8697
CD4+Naive (CD45RA+, CD197+) 19.40[10.60-32.33]  16.75[9.21-35.77] 0.9256
CD4+TCM (CD45RA-, CD197+) 68.85 [53.70-80.90]  69.40 [46.78-80.50] 0.4675
CD4+TEM (CD45RA-, CD197-) 4.79 [2.17-12.20] 5.39[2.00-11.48] 0.6735
CD4+TEMRA (CD45RA+, CD197-) 0.48 [0.00-1.97] 0.49 [0.20-2.70] 0.3115

Nota. Los valores se expresan como mediana y rango intercuartilico (RIC). La comparacion entre
pacientes con enfermedad moderada y severa se realizé mediante la prueba no paramétrica de Mann—
Whitney U. Se considerd un valor de p < 0.05 como estadisticamente significativo.

En cuanto a los linfocitos T CD8*, las comparaciones tampoco mostraron diferencias
estadisticamente significativas (todas con p > 0.05, Tabla 9). En este grupo, los pacientes con
enfermedad severa presentaron frecuencias ligeramente mayores de células virgenes (43.7%
vs 39.4%) y TEMRA (25.0% vs 22.2%), junto con una menor proporcion de células de

memoria central (TCM: 13.9% vs 16.7%) en comparacion con los moderados.

Tabla 10

Frecuencias relativas de subpoblaciones de linfocitos T CD8+ segun severidad clinica en
pacientes hospitalizados con COVID-19

Frecuencia relativa de poblacién Enf Moderada Enf Severa

parental (%) (mediana [RIC]) (mediana [RIC]) p
CD8+ (CD3+CD8+) 27.65[18.30-39.05]  30.45[19.80-44.17] 0.3486
CD8+Naive (CD45RA+, CD197+) 39.40 [26.48-56.35]  43.75[29.48-58.60] 0.4966
CDS+TCM (CD45RA-, CD197+) 16.70 [5.04-29.07] 13.95 [6.44-21.80] 0.3258
CDS+TEM (CD45RA-, CD197-) 6.12 [3.09-13.93] 6.23 [3.09-13.67] 0.8352
CDS+TEMRA (CD45RA+, CD197-) 22.20[7.65-45.25] 25.00[13.93-37.98] 0.5119

Nota. Los valores se expresan como mediana y rango intercuartilico (RIC). La comparacion entre pacientes
con enfermedad moderada y severa se realiz6 mediante la prueba no paramétrica de Mann—Whitney U. Se
considerd un valor de p < 0.05 como estadisticamente significativo.
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El anélisis multiparamétrico automatizado mediante UMAP y FlowSOM permiti6é una
caracterizacion de alta resolucion de las distintas subpoblaciones de linfocitos T CD4" y CD8*
en los pacientes hospitalizados con COVID-19. En la caracterizacion general, utilizando los
marcadores de diferenciacion CD45RA, CD197 (CCR7), CD27 y CD95(Fas) se identificaron
subpoblaciones celulares de inter¢s.

En los linfocitos T CD4+ (Figura 6), se identificaron poblaciones virgenes (clusteres 8,
12, 13), de memoria central (TCM) (clusteres 1, 3, 5, 6, 7), de memoria efectora (TEM)
(clusteres 2, 9, 11), efectora terminal (TEMRA) (clusteres 10, 14, 15) y linfocitos T
reguladores (Tregs) (cluster 4). Al comparar la distribucion relativa de estas subpoblaciones
entre pacientes con enfermedad moderada y severa, se observé una disminucion global de
todas las subpoblaciones CD4* en los pacientes con enfermedad severa. Esta reduccion
incluy¢ tanto poblaciones indiferenciadas como las Virgenes y TCM, como poblaciones mas
diferenciadas como TEM, TEMRA y Treg. La disminucion de las poblaciones Virgnes, TCM
y TEMRA fue particularmente notable.

Dentro de las subpoblaciones TEMRA CD4+ (Figura 7), destaco la desaparicion
completa del claster 15 en los pacientes con enfermedad severa. Este clister mostrd una alta
expresion relativa de CD27, CD279 (PD-1), CD95 y CD127 en los individuos con enfermedad
moderada. Los clusteres 10 y 14, también clasificados como TEMRA, se mantuvieron

detectables en ambos grupos, aunque con gran reduccion en enfermedad severa.
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Figura 6

Andlisis de Subpoblaciones de Linfocitos T CD4+ por UMAP y FlowSOM

A. Distribucion relativa de clusteres identificados
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B. Variacion relativa de subpoblaciones segun severidad de enfermedad
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C. Expresion relativa de marcadores segun cluster y severidad de enfermedad
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Nota. Abreviaturas: TCM: Linfocitos T de Memoria Central, TEM: Linfocitos T de Efectores de Memoria,
TEMRA: Linfocitos T de Efectores de Memoria de Reciente Activacion, Treg: Linfocitos T Reguladores

Ademas de las diferencias en la distribucion de subpoblaciones, se evaluaron los
patrones de expresion de varios marcadores funcionales clave (Figura 8). En enfermedad

severa se observo una disminucion de la expresion de CD38 en las subpoblaciones CD4*
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TEM y TEMRA, lo cual contrasta con los niveles observados en enfermedad moderada. La

poblacion CD4* que desaparecio completamente en el grupo severo no expresé6 CD57, lo que

indica que no correspondia a una poblacion senescente.

Figura 7

Subandlisis del Cluster 15 (TEMRA puros)
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También se evidencio una disminucion de la expresion de CD69 y CD279 (PD-1) en

las subpoblaciones TEM y TCM CD4" en los pacientes con enfermedad severa. Estos cambios

fueron consistentes con una reduccidn en la proporcion de células activadas y potencialmente

con afectacion del compartimento de memoria funcional.

Figura 8

Expresion relativa de marcadores seleccionados en Linfocitos CD4+

A. Disminucioén de expresion de CD38 en Enfermedad Servera en TEM/TEMRA
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Nota. Abreviaturas: TCM: Linfocitos T de Memoria Central, TEM: Linfocitos T de Efectores de Memoria,
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En conjunto, estos resultados describen un patron de reduccion cuantitativa y variacion
fenotipica de las subpoblaciones CD4+ segtn la severidad de la enfermedad por COVID-19,
con pérdida relativa de poblaciones clave y disminucion de la expresion de marcadores
asociados a activacion, diferenciacion y regulacion funcional.

Con respecto al analisis de los linfocitos T CD8+, el analisis mediante UMAP y
FlowSOM permiti6 identificar las subpoblaciones de linfocitos T CD8*, agrupadas en
clusteres segun su perfil fenotipico: virgenes (clusteres 4 y 7), memoria central (TCM)
(clusteres 11 y 15), memoria efectora (TEM) (clusteres 12 y 14), y efectores terminales
(TEMRA) (clusteres 1,5y 6) .

La comparacion de las frecuencias relativas entre pacientes con enfermedad moderada
y severa revel6 una reduccion global de las subpoblaciones CD8+ en enfermedad severa,
observandose disminucion en practicamente todos los clusteres.

Se realiz6 un subandlisis especifico de las subpoblaciones Virgenes CD8+,
correspondientes a los clusteres 4 y 7 (Figura 10). El claster 7, identificado como Virgen
clasico, mostrd una ausencia de expresion de CD183 (CXCR3), mientras que el claster 4,
clasificado como Virgen migrante, present6 expresion positiva de CD183, lo cual sugiere una

capacidad diferencial de migracion hacia tejidos periféricos .

coame
ntensity
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Figura 9

Andlisis de Subpoblaciones de Linfocitos T CD8+ por UMAP y FlowSOM

A. Distribucion relativa de clusteres identificados
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C. Expresion relativa de marcadores segun cluster y severidad de enfermedad
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TEMRA: Linfocitos T de Efectores de Memoria de Reciente Activacion, Treg: Linfocitos T Reguladores

Ambas subpoblaciones virgenes CD8+ presentaron una reduccion relativa en pacientes con
enfermedad severa, siendo mas pronunciada en el cluster 7 (Virgen clasico). Esta pérdida

sugiere una afectacion diferencial de las células T CD8+ menos diferenciadas segtin su perfil
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funcional. En cuanto a la expresion de marcadores funcionales, el clister 4 (migrante) mostrd
expresion elevada de CD183, junto con niveles detectables de CD127 (marcador de
supervivencia y homeostasis). El cltster 7 presentd niveles bajos de CD127 y escasa o nula
expresion de CD69 (activacion), CDS7 (senescencia) y CD314 (citotoxicidad), lo que sugiere
un estado mas indiferenciado y menos funcional.

Figura 10
Subandlisis de los Clusteres 4y 7 (CD8+ Virgenes)

A. Variacion relativa de CD8+ Virgenes segun severidad de enfermedad
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CAPITULO CINCO: DISCUSION

Los hallazgos de este estudio reflejan el perfil clinico e inmunoinflamatorio de una
cohorte hospitalaria de pacientes con COVID-19 en Panama y aportan evidencia sobre los
factores asociados con la progresion hacia formas severas de la enfermedad. En nuestra
cohorte, no se observaron diferencias estadisticamente significativas entre los grupos
moderado y severo en cuanto a edad, sexo o tiempo desde el inicio de sintomas, lo que sugiere
que estos factores demograficos y temporales, por si solos, no explican la progresion clinica en
esta poblacion hospitalaria homogénea. Este hallazgo concuerda parcialmente con lo reportado
por Zhou et al. (2020), quienes no encontraron una asociacion consistente entre sexo
masculino y gravedad clinica en todos los subgrupos evaluados, aunque si lo vincularon con
mortalidad. Asimismo, contrasta con estudios como el de Ogawa et al. (2022), quienes
reportaron que un mayor intervalo desde el inicio de sintomas hasta la hospitalizacion se
asociaba con mayor severidad clinica en pacientes infectados. La diferencia podria deberse a
que, en nuestra poblacion, ambos grupos fueron incluidos en una ventana clinica relativamente
similar (mediana de 7 dias desde el inicio de sintomas).

No obstante, el nimero de comorbilidades mostr6 una asociacion significativa con la
severidad clinica, lo cual concuerda con multiples estudios que han demostrado un efecto
sinérgico entre enfermedades cronicas y desregulacion inmune en COVID-19 grave (Guan et
al., 2020; Richardson et al., 2020). Esta relacion podria estar mediada por mecanismos

inflamatorios cronicos preexistentes, predisposicion a tormenta de citoquinas y menor reserva
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funcional en sistemas clave como el endotelio, el metabolismo hepatorrenal y el eje
inflamacién-coagulacion.

Desde el punto de vista bioquimico, los pacientes con enfermedad severa presentaron
niveles significativamente mas altos de biomarcadores proinflamatorios como ferritina, dimero
D e interleucina-6 (IL-6), todos con diferencias estadisticamente significativas (p < 0.05). En
particular, la IL-6 mostr6 una elevacion marcada en los pacientes severos (mediana: 32.3
pg/mL vs 5.9 pg/mL; p = 0.0003), respaldando su valor como indicador de disfuncién inmune
y predictor de complicaciones, como lo documentan Del Valle et al. (2020) y Herold et al.
(2020). Estos hallazgos también validan el papel de la IL-6 como blanco terapéutico potencial,
como lo demuestran estudios clinicos con tocilizumab y otros bloqueadores de la via
JAK/STAT.

Asimismo, se observo una elevacion significativa de la aspartato transaminasa (AST),
sin cambios notables en ALT o bilirrubinas, lo cual sugiere un patrén de dafio hepatico no
colestésico, posiblemente relacionado con hipoxia, inflamacion sistémica o incluso miopatia
viral. Por otro lado, tanto la albumina como las proteinas totales se encontraron
significativamente reducidas en el grupo severo, lo que podria reflejar un estado de fase aguda
con escape capilar, reduccion en la sintesis hepatica o consumo proteico acelerado en el
contexto hipermetabodlico de la COVID-19 severa.

En conjunto, estos resultados sugieren que la progresion hacia formas severas de
COVID-19 en esta cohorte estuvo mas asociada a la carga de comorbilidades y a la activacion
de ejes inflamatorios, mas que a diferencias sociodemograficas o temporales, reafirmando la
hipotesis de que el perfil inmunobiologico basal y la respuesta inflamatoria condicionan el

desenlace clinico en pacientes hospitalizados.
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Con la citometria de flujo espectral, el analisis de alta resolucion mediante UMAP y
FlowSOM permitié detectar una disminucion global de las frecuencias relativas de todas las
subpoblaciones CD4+ en los pacientes con enfermedad severa, incluyendo una pérdida notable
de poblaciones virgenes, TCM y TEMRA. Estos hallazgos coinciden con estudios previos que
documentan linfopenia profunda y desregulacion del compartimento T en formas graves de
COVID-19 (Laing et al., 2020; Wang et al., 2023; Zhou et al., 2020).

Dentro de las subpoblaciones de efectores terminales (TEMRA), destaca la
desaparicion completa del cluster 15 en enfermedad severa, una poblacion presente en
pacientes con enfermedad moderada. Este cluster fue caracterizado por una alta expresion de
PD-1 (CD279), CD27, CD95 y CD127, lo que sugiere que estas cé¢lulas podrian encontrarse en
un estado de activacion funcional avanzada o transicion hacia agotamiento. La coexpresion de
PD-1 y CD27 podria corresponder a un estado intermedio entre activacion funcional y
disfuncion progresiva en CD4*, aunque hasta ahora los estudios no han definido claramente
este fenotipo como “pre-agotado” (Sekine et al., 2020; H. Y. Zheng et al., 2020; M. Zheng et
al., 2020). La presencia simultanea de un marcador inhibitorio (PD-1) y un marcador de
supervivencia/diferenciacion (CD27) justifica interpretar esa poblacion como potencialmente
vulnerable a disfuncion futura.

Ademas, la expresion mantenida de CD127 (receptor de IL-7) en esta subpoblacion
indicaria un posible intento del sistema inmunoldgico por preservar la homeostasis y la
supervivencia, antes de la eventual pérdida funcional. La desaparicion especifica de esta
poblacion en los pacientes severos sugiere que estas células podrian haber sido eliminadas por
mecanismos de apoptosis inducida por activacion, agotamiento irreversible o migracion
masiva hacia tejidos periféricos, como el tracto respiratorio inferior, donde podrian ejercer

funciones efectoras antes de su eliminacion.
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Adicionalmente, se observd una reduccion marcada en la expresion de CD38 en las
subpoblaciones TEM/TEMRA CD4+ en enfermedad severa, lo cual podria representar una
pérdida de capacidad activadora o una sefial de desregulacion funcional. Este patron se
acompaiia de la no expresion de CD57 en la poblacion CD4* que desaparece en enfermedad
severa, indicando que no se trata de una poblacidn senescente clasica, sino posiblemente de
células atn activas funcionalmente que no lograron consolidar una respuesta duradera. En
paralelo, la disminucion de la expresion de CD69 y PD-1 (CD279) en las subpoblaciones
TEM y TCM sugiere una afectacion del equilibrio entre activacion temprana y diferenciacion
hacia memoria funcional, lo cual podria comprometer la formacion de respuestas
inmunologicas protectoras de largo plazo.

Estos hallazgos, en conjunto, respaldan la hipdtesis de que la progresion hacia formas
severas de COVID-19 implica no solo una linfopenia cuantitativa, sino también una
reconfiguracion cualitativa profunda del compartimento CD4+, con desaparicion selectiva de
subpoblaciones clave en la defensa antiviral, como los TEMRA CD4+ con fenotipo funcional
activo. La pérdida de estas poblaciones podria tener consecuencias clinicas relevantes, ya que
se relaciona con la incapacidad del sistema inmune para contener la infeccion, promover la
resolucion del proceso inflamatorio o establecer memoria inmunologica efectiva.

Este patron de desregulacion es consistente con lo descrito por Cummings et al. (2020)
y Laing et al. (2020), quienes reportaron una profunda desorganizacion del eje T en pacientes
criticamente enfermos, y refuerza la necesidad de evaluar marcadores fenotipicos avanzados
como potenciales biomarcadores prondsticos en el contexto de COVID-19. Ademas, estos
resultados abren la posibilidad de explorar estrategias terapéuticas dirigidas a preservar o
restaurar subpoblaciones funcionales clave, como los TEMRA CD4+, particularmente en fases

tempranas de la enfermedad.
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Con respecto a los linfocitos T CD8+, al igual que lo observado en el compartimento
CD4+, se document6 una disminucion global en la frecuencia relativa de todas las
subpoblaciones CD8", incluyendo células virgenes, TCM, TEM y TEMRA. Estos hallazgos se
alinean con estudios previos que han descrito desregulacion funcional del compartimento
CD8+ en infecciones virales graves, incluyendo SARS-CoV-2 (Laing et al., 2020; Sekine et
al., 2020; H. Y. Zheng et al., 2020).

La pérdida de células CD8+ virgenes fue particularmente marcada, lo cual sugiere un
impacto directo sobre el reservorio de células indiferenciadas, esenciales para la generacion de
nuevas respuestas adaptativas frente a variantes virales o co-infecciones. Esta deplecion es
consistente con fendmenos previamente descritos en contextos de inflamacion sostenida (Zhou
et al., 2020). El analisis detallado de los clusteres virgenes revelod dos subpoblaciones
fenotipicamente distintas: una poblacion virgen clasica (cluster 7), con ausencia de CD183
(CXCR3), y una poblacion virgen migrante (cluster 4), con expresion positiva de este receptor.
La mayor pérdida del fenotipo clésico en enfermedad severa sugiere que las células menos
especializadas y con menor capacidad de trafico tisular son mas susceptibles a desaparicion en
fases avanzadas de la enfermedad.

Por otro lado, las subpoblaciones TCM, TEM y TEMRA CD8+ también mostraron una
reduccion significativa en enfermedad severa. Esta afectacion transversal en todos los niveles
de diferenciacion CD8* podria reflejar tanto una respuesta antiviral excesiva no controlada,
como un fendmeno de agotamiento o reclutamiento masivo hacia tejidos periféricos,
particularmente el pulmoén. Estudios previos han demostrado que, durante la fase aguda de
COVID-19, las células CD8+ altamente diferenciadas pueden migrar a sitios de infeccion y
sufrir apoptosis posterior a la activacion (Mathew et al., 2020; H. Y. Zheng et al., 2020; M.

Zheng et al., 2020).
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La expresion més alta de CD69, CD314 y CD57 observada en la subpoblacion virgen
migrante (cluster 4, CD183+), en comparacion con la virgen clésica (cluster 7), sugiere que
esas células podrian estar mas preparadas para activacion, migracion o vigilancia funcional
inmediata, mientras que el clister clasico mantendria un fenotipo mas “quiescente”. Sin
embargo, ambas poblaciones disminuyen en pacientes con enfermedad severa, lo que sugiere
que esta desaparicion no puede atribuirse unicamente a activacion excesiva o senescencia
convencional (CD57+), sino que es mas plausible que obedezca a mecanismos relacionados
con estrés homeostatico prolongado, agotamiento del nicho inmunoldgico o sefiales de
supervivencia insuficientes.

En conjunto, los resultados presentados confirman una reorganizacion profunda del
compartimento CD8* durante COVID-19 severo, con pérdida de subpoblaciones clave en la
respuesta adaptativa, incluyendo tanto células virgenes como efectores terminales. Esta
disrupcion cuantitativa y cualitativa podria tener implicaciones importantes en la capacidad de
control antiviral, la generacion de memoria inmunoldgica y la respuesta a la vacunacién o
reinfeccion posterior, aspectos que han sido enfatizados en estudios longitudinales recientes
(Breton et al., 2021; Dan et al., 2021)(Dan et al., 2021; Breton et al., 2021).

Una de las principales fortalezas de este estudio radica en el uso de una cohorte bien
caracterizada de pacientes hospitalizados durante la primera fase de la pandemia de COVID-
19 en Panama, lo que permiti6 generar evidencia inédita en el &mbito nacional y regional. En
un contexto en el que la mayoria de los estudios latinoamericanos se enfocaron en la respuesta
humoral, este trabajo aporta datos solidos sobre la inmunidad celular, ofreciendo un panorama
mas completo de los mecanismos implicados en la severidad de la enfermedad.

El empleo de citometria espectral multiparamétrica y de herramientas avanzadas de

analisis no supervisado (UMAP y FlowSOM) constituye otra fortaleza metodolégica
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significativa. Esta aproximacion de alta resolucion permitid identificar y caracterizar
subpoblaciones de linfocitos T con precision, mas alla de los andlisis convencionales,
capturando fendmenos de activacion, agotamiento, memoria y regulaciéon inmunolédgica que
aportan informacion valiosa para la comprension de la fisiopatologia de 1a COVID-19.

Asimismo, el estudio integr6é de manera sistematica los biomarcadores séricos con los
perfiles inmunofenotipicos T, lo que proporcion6 una vision amplia e integrada de la respuesta
inmune en pacientes hospitalizados. Este enfoque multimodal refuerza la interpretacion de los
hallazgos y abre la posibilidad de establecer correlaciones clinicas utiles para la estratificacion
de pacientes y el disefio de estrategias terapéuticas.

Entre las limitaciones, debe sefialarse que el tamafio muestral reducido,
particularmente en el subgrupo de pacientes con enfermedad severa, pudo afectar el poder
estadistico de las comparaciones. No obstante, los hallazgos mantienen relevancia desde un
punto de vista descriptivo y generan hipdtesis que serviran de base para estudios posteriores
con mayor numero de participantes y disefio prospectivo. Otra limitacion inherente es el
disefio transversal del estudio, que restringe la capacidad de establecer inferencias causales o
de evaluar la dinamica temporal de la respuesta inmunoldgica. Esto adquiere especial
importancia en el contexto de la pandemia, dado que la emergencia de nuevas variantes
virales, las reinfecciones y la introduccion de la vacunacidon masiva pudieron modificar la
respuesta inmune adaptativa en formas no capturadas por el presente analisis.

En conjunto, los resultados refuerzan la hipotesis planteada en este trabajo: los
pacientes con COVID-19 severa presentan una actividad linfocitaria no funcional. Ademas,
este estudio representa la primera caracterizacion integral en Panama que combina citometria
espectral multiparamétrica con analisis de reduccion de dimensionalidad (UMAP) y clustering

no supervisado (FlowSOM).
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Estos hallazgos abren la puerta a la validacion de un panel inmunoldgico prondstico
que combine biomarcadores séricos con perfiles celulares de agotamiento, susceptible de ser

implementado en hospitales de referencia durante futuras epidemias virales.
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ANEXOS

Anexo 1: Resumen de Estudio Primario EC-CNBI-2020-05-65

Titulo del Estudio
Estudio prospectivo de la respuesta inmune de pacientes hospitalizados con diagnostico de COVID-19.

Objetivo General
Evaluar la asociacion entre la respuesta inmune innata inducida por la infeccion por COVID19 en pacientes
hospitalizados con la severidad de la enfermedad.

Disefio y Ambito de Estudio
Estudio multicéntrico, de cohorte, analitico, prospectivo. Se realizaran pruebas biomoleculares de RT-
gPCR y serologicas con las muestras de los pacientes.

Enfermedad o Trastorno en Estudio
COVID-19

Poblacion en Estudio
Pacientes positivos por COVID-19 mayores de 18 afos.

Financiamiento

Instituto Conmemorativo Gorgas de Estudio de la Salud — Convocatoria Publica de Investigacion-
Desarrollo-Innovacion de Respuesta Rapida al COVID 19 — Secretaria Nacional de Ciencias, Tecnologia e
Innovacion (SENACYT).

Resumen del Protocolo

A finales del 2019 se identificé un nuevo coronavirus 2 del Sindrome Respiratorio Agudo Severo (SARS-
CoV-2) en Wuhan, China. ElI SARS-CoV-2 ha demostrado ser un virus altamente contagioso, causando
estragos econdmicos, sociales y en la salud publica de varios paises. El mismo es el responsable de la
pandemia del COVID-19, que a la fecha ha logrado infectar a casi 2.5 millones de personas (17 abril 2020).
El virus SARS-CoV-2 causante de la enfermedad COVID-19 aun no tiene cura o tratamiento eficaz, a pesar
de que varios tratamientos estén en estudio. La enfermedad se puede presentar en distintos grados de
severidad. Al igual que SARS-CoV-1 y MERS, SARS-CoV-2 induce una excesiva respuesta inmune
asociada con la patologia severa en los pulmones. Las heridas en el tejido pulmonar son mas evidentes
en pacientes que padecieron de un COVID-19 severo; éstos estan asociados a las tormentas de citocinas.
La presencia de altos niveles de citocinas proinflamatorias, como IL- 6, y ferritina han sido identificadas en
los no-sobrevivientes de COVID-19. Varios estudios han sugerido el uso de corticosteroides como
tratamiento para inmuno suprimir la respuesta agresiva del sistema inmune y evitar dafios a los tejidos. Se
reporta que los pacientes criticos con COVID-19 estudiados presentaron linfopenia y altos niveles lactato
deshidrogenasa como posibles biomarcadores de pacientes criticos. No obstante, aun no se han
identificado biomarcadores que permitan definir un manejo clinico para mejorar el prondstico de un paciente
con COVID-19 y evitar llegar a desarrollar un cuadro severo.

Nuestro estudio tiene como objetivo general caracterizar la respuesta inmune de los pacientes
positivos hospitalizados con COVID-19 e identificar biomarcadores de severidad. La hipotesis es
que, una respuesta inflamatoria exacerbada no controlada es asociada a una enfermedad mas severa,
aunado a un factor de riesgo como la edad superior a 65 anos, afectando la calidad de la respuesta. Para
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probar esta hipotesis, se tomaran muestras respiratorias y sanguineas de los participantes para poder
caracterizar el virus responsable de la infeccion y analizar el perfil de respuesta inmune a medida que la
enfermedad va avanzando. Los objetivos especificos de este estudio son: Determinar la carga viral del virus
COVID-19 en las muestras de los pacientes participantes en el estudio; Identificar por secuenciacion de
genoma completo el virus COVID-19 en las muestras de pacientes; Determinar si existen co-infecciones
con otros virus respiratorios u otros patdégenos respiratorios; Caracterizar la respuesta inmune innata,
principalmente de citocinas pro y anti inflamatorias, especialmente IL-6 e IL-1(3; Caracterizar la respuesta
inmune innata celular; Buscar posible asociacion entre la presencia de las citocinas y otros posibles
biomarcadores (como los factores de coagulacion) y la severidad de la enfermedad, asociado al factor de
riesgo edad; Establecer factores de riesgo de la poblacion e identificar posibles biomarcadores que inciden
en la evolucion del paciente; Evaluar la efectividad del tratamiento temprano anti-IL-6 u otro tratamiento
antiinflamatorio para prevenir la admision en cuidados intensivos, y Caracterizar la respuesta inmune
adaptativa de anticuerpos y su asociacion con la respuesta inmune innata.

Para esto, ademas de la descripcion de los signos y sintomas de la enfermedad y del analisis de los
examenes de laboratorio requeridos para el manejo clinico, durante el estudio se determinara la carga viral
a través del tiempo, se estudiara la respuesta inmune innata principalmente de citocinas, asi como la
respuesta adaptativa, principalmente de anticuerpos. Se haran pruebas de PCR en tiempo real y pruebas
de ELISA para identificar la presencia de ciertas citocinas durante la infeccion.

Los resultados del estudio nos brindaran una mejor visién de la respuesta inmune de los pacientes de
COVID-19 para relacionarlo con el desarrollo de los sintomas y severidad. Es crucial diferenciar la fase en
la cual la patogenicidad viral es dominante y cuando la respuesta inflamatoria del sistema inmune sobrelleva
la patogenicidad. Los sistemas de salud necesitan conocer el progreso de la enfermedad para saber
exactamente como tratar cada etapa de esta. En sintesis, este estudio proporcionara informaciéon para
desarrollar un tratamiento eficiente dependiendo del paciente.
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Anexo 2: Aprobacion del Protocolo Primario EC-CNBI-2020-05-65 por parte del Comité

Nacional de Bioética de la Investigacion

s

NVESTIGAOON xuuﬂ

Comité Nacional de Bioética de la Investigacion de Panama
Plantilla de Trabajo

Cadigo del PT: PT-023

Titulo: Aprobacion de Protocolo

Version: 1.3

Fecha: Agosto 2018

Aprobacion de protocolo

Por este medio informamos que, en reunion de este Comité, realizada el 1 de junio de 2020 luego de
revision se decidio APROBAR el protocolo en referencia.

No. Interno de Seguimiento:

EC-CNBI-2020-05-65

Nuamero del Protocolo:

Titulo de Protocolo:

Estudio Prospectivo de la Respuesta Inmune de Pacientes Hospitalizados
con Diagnéstico de COVID19

Patrocinador: SENACYT

Investigador Principal: Dra. Sandra Lopez

Nombre y Direccion del Sitio ICGES.' .

de Investigacion aprobado: kiaspital Santo Fomds
) CSS-CHDRAAM

Fecha de aprobacion: 1 de junio de 2020

Fecha de vencimiento de
aprobacion:

Se revisaron y aprobaron los siguientes documentos

Nombre Version Fecha Idioma

Protocolo 2 26 de mayo de 2020 Espaniol
Formulario de .

Consentimiento Informado 2 285 e mayo de 2020 Espafiol

Por este medio se hace constar que los siguientes miembros del CNBI
estuvieron presentes en la sesion en la cual se APROBO el protocolo

Nombre

Institucion a la que representa

Argentina Ying

Universidad de Panama

Luis Coronado

Hospital del Nifio

Propiedad del Comité Nacional de Bioética de la Investigacion

Pagina 1 de 3
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C N 3' Comité Nacional de Bioética de la Investigacion de Panama

Couné Mecows. i Modect Plantilla de Trabajo

Cédigo del PT: PT-023 | Titulo: Aprobacion de Protocolo

Version: 1.3 Fecha: Agosto 2018
Rita Trujillo Caja de Seguro Social
Sulgeis Lasso MINSA
Marisin Pecchio INDICASAT AIP
Maria E. Barnett ICGES
Lynn Marie Chambonnet SENACYT
Aida Libia Moreno de Rivera ABIOPAN

La aprobacion esta sujeta al cumplimiento de las siguientes responsabilidades del Investigador Principal,
quien debera velar y garantizar su cumplimiento durante el desarrollo del estudio en el sitio de
investigacion a su cargo:

J

I

Conducir la investigacion de acuerdo al protocolo aprobado.

Conducir la investigacion en observancia a las Buenas Prdcticas Clinicas, regulaciones locales e
internacionales aplicables.

Conducir la investigacion en observancia a los acuerdos y condiciones establecidas durante el
proceso de revision y aprobacion.

Delegar las funciones del estudio a personal calificado, con la experiencia y educacion que
respalden su capacidad para desempefiar las funciones delegadas.

Desarrollar y supervisar personalmente la investigacion.

Obtener aprobacion del CNBI previo a incorporar cambios en el protocolo; exceptuando aquellos
casos en que sea necesario para proteger la vida y seguridad del sujeto, estos casos deberdn
notificarse inmediatamente al CNBI.

Obtener y documentar adecuadamente el consentimiento informado de cada sujeto participante
o potencialmente participando, haciendo uso de las formas vigentes aprobadas por el CNBI.
Reportar dentro de las 24 horas de conocimiento todo evento adverso serio ocurrido a los sujetos
participantes en el sitio de investigacion.

Reportar dentro de 30 dias toda informacion de sequridad recibida del patrocinador.

Presentar oportunamente los reportes continuos y final del desarrollo de la investigacion.

Recibir y atender las visitas del CNBI al sitio de investigacion cuando lo solicite.

Atender los requerimientos del CNBI relacionados al desarrollo de la investigacion u otros
aplicables a la conduccion de estudios clinicos en sitios de investigacion.

Propiedad del Comité Nacional de Bioética de ia i fig
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CNBI

Comité Nacional de Bioética de la Investigacion de Panama
TNAE MACERA O Sofecs Plantilla de Trabajo

Cédigo del PT: PT-023 | Titulo: Aprobacion de Protocolo

Version: 1.3 Fecha: Agosto 2018

Por este medio se certifica que la informacion arriba descrita es fiel y verdadera segtin se refleja en los
archivos y documentacion del Comité Nacional de Etica de la Investigacion de Panama.

Ggeleilf 7.

Presidenta del CNBI

Propiedad del Comité Nacional de Bioética de Ia Investigacion
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CHEN-CAMANO MD PhDc y del Dr. RODRIGO DeANTONIO en el estudio EC-CNBI-

2020-05-65
( N 3 I Comité Nacional de Bioética de la Investigacién de Panama
' s BOfNCA Plantilla de Trabajo
NVEST Pasunred
- Cédigo: PT-031 Titulo: Aprobaélbn de enmiendas
| Versién: 1.1 Fecha: Julio 2018

Por este medio informamos que, en reunién de este Comité, realizada el 12 de enero de 2021 luego de
revision se decidid APROBAR la enmienda presentada para el protocolo en referencia, segin se describe

a continuacién.
No. Interno de Seguimiento:
Nuamero del Protocolo:
Titulo de Protocolo:

Patrocinador:
Investigador Principal:

Aprobacién de enmiendas

| EC-CNBI-2020-05-65
5 Estudio Prospectivo de la Respuesta Inmune de Pacientes
| Hospitalizados con Diagnéstico de COVID19
| SENACYT
Dra. Sandra Lépez

Se revisaron y aprobaron los siguientes documentos

Nombre | Versién | Fecha Idioma
Incorporacién de nuevos investigadores:
. Dr. Roderick Chen
. Dr. Juan Batista N/A 6 de enero de 2021 Espafiol

1
2
3. Dr. Rodrigo De Antonio
4

. Dr. José Domingo De Obaldia

Por este medio se certifica que la informacién arriba descrita es fiel y verdadera segun se refieja en los

archivos y documentacion del Comité Nacional de Bioética de la Investigacion de Panama.

> g2
({( fdd;\a\_,(.' ')’ﬁ\
Argéntina Yin, ¢
Presidenta del CNBI

Comité Naclonal de Blodfice de la Mvestgacion de Panama
Péagina 1de 1
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Anexo 4: Aprobacion del Protocolo del sub-estudio EC-CNBI-2021-10-156 por parte del

Comité Nacional de Bioética de 1a Investigacion

Comité Nacional de Bioética de la Investigacion de Panama
Plantilla de Trabajo

Cédigo del PT: PT-023 Titulo: Aprobacion de Protocolo

Version: 1.4 Fecha: Marzo 2021

Aprobacion de protocolo

Por este medio informamos que, en reunidn de este Comité, realizada el dia 26 de octubre de 2021 luego
de revision, se decide: Solicitud de modificaciones minimas para aprobacion del protocolo en referencia,
mismas que fueron subsanadas y Aprobado por los revisores el dia 15 de noviembre de 2021.

| No. Interno de Seguimiento: EC-CNBI-2021-10-156

Numero del Protocolo:

CARACTERIZACION DE LA RESPUESTA INMUNE MEDIADA POR LINFOCITOS
| Titulo de Protocolo: T EN PACIENTES HOSPITALIZADOS CON ENFERMEDAD POR CORONAVIRUS
| (COVID-19). PANAMA 2020-2021.

' Patrocinador:
Investigador Principal: Dr. Roderick Chen

. Nombre y Direccion del Sitio

ICGE
de Investigacion aprobado: GES
Fecha de aprobacion: 15 de noviembre de 2021

Fecha de vencimiento de
| aprobacion:

Se revisaron y aprobaron los siguientes documentos
Nombre Version ‘ Fecha ‘ Idioma

Protocolo v.6 15 octubre 2021 Espafiol

Propiedad del Comité Nacional de Bioética de la Investigacion
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| C N 3 I Comité Nacional de Bioética de la Investigacion de Panama

CONTE NACIONAL DE 3I0ETICA Plantilla de Trabajo
DE LA INVESTI IV | PANAMA

Cédigo del PT: PT-023 Titulo: Aprobacién de Protocolo
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Version: 1.4 Fecha: Marzo 2021

Por este medio se hace constar que los siguientes miembros del CNBI
estuvieron presentes en la sesion en la cual se APROBO el protocolo

Nombre Institucién a la que representa
Argentina Ying : Universidad de Panama
Luis Coronado Hospital del Nifio
RitaTrujlo | Cajade Seguro Social
Marisin Pecchio INDICASAT AIP
Jesica Candanedo MINSA
Nydia Flores 5 Caja de Seguro Social
Lynn Chambonet SENACYT
Fernando Diaz Hospitales Privados

La aprobacion esta sujeta al cumplimiento de las siguientes responsabilidades del Investigador Principal,
quien debera velar y garantizar su cumplimiento durante el desarrollo del estudio en el sitio de

investigacion a su cargo:

— Conducir la investigacion de acuerdo al protocolo aprobado.

— Conducir la investigacion en observancia a las Buenas Prdcticas Clinicas, regulaciones locales e

internacionales aplicables.

— Conducir la investigacion en observancia a los acuerdos y condiciones establecidas durante el

proceso de revision y aprobacion.

— Delegar las funciones del estudio a personal calificado, con la experiencia y educacion que

respalden su capacidad para desempeiiar las funciones delegadas.
— Desarrollar y supervisar personalmente la investigacion.

— Obtener aprobacion del CNBI previo a incorporar cambios en el protocolo; exceptuando aquellos
casos en que sea necesario para proteger la vida y seguridad del sujeto, estos casos deberdn

notificarse inmediatamente al CNBI.

Propiedad del Comité Nacional de Bioética de la Investigacion
Pagina 2 de 3
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Comité Nacional de Bioética de la Investigacion de Panama
Plantilla de Trabajo

Cédigo del PT: PT-023 Titulo: Aprobacidn de Protocolo

Version: 1.4 Fecha: Marzo 2021

— Obtener y documentar adecuadamente el consentimiento informado de cada sujeto participante
o potencialmente participando, haciendo uso de las formas vigentes aprobadas por el CNBI.
Reportar dentro de las 24 horas de conocimiento todo evento adverso serio ocurrido a los sujetos
participantes en el sitio de investigacion.

Reportar dentro de 30 dias toda informacion de seguridad recibida del patrocinador.

Presentar oportunamente los reportes continuos y final del desarrollo de la investigacion.

Recibir y atender las visitas del CNBI al sitio de investigacion cuando lo solicite.

Atender los requerimientos del CNBI relacionados al desarrollo de la investigacion u otros
aplicables a la conduccion de estudios clinicos en sitios de investigacion.

J

11 1]

Nota: Unicamente puede utilizar el material para reclutamiento del estudio aprobado por el CNBI, debe
advertir a los posibles participantes que no deben divulgar informacion sobre el estudio con fines del
enrolamiento de otros participantes.

Por este medio se certifica que la informacion arriba descrita es fiel y verdadera segtin se refleja en los
archivos y documentacion del Comité Nacional de Bioética de la Investigacion de Panama.

: ,
@{%é’
. Argénhtina Yin

Presidenta del CNBI

Propiedad del Comité Nacional de Bioética de la Investigacién
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Anexo 5: Escala de progresion clinica de la Organizacion Mundial de la Salud.
Tabla 11
Escala de Progresion Clinica de la Organizacion Mundial de la Salud
Estado clinico Descriptor Puntaje
No infectado No infectado, ARN viral no detectado 0
Ambulatorio: Asintomatico, ARN viral detectado 1
Enfermedad leve Sintomético, independiente 2
Sintomatico, requiere asistencia 3
Hospitalizado: Hospitalizado, sin oxigenoterapia*® 4
Enfermedad moderada Hospitalizado, oxigeno por mascara facial o puntas 5
nasales
Hospitalizado: Hospitalizado, oxigeno por VNI o alto flujo 6
Enfermedad severa Ventilacion mecanica, pO2/Fi02>150 6 SpO2/Fi02>200 7
Ventilacion mecanica pO2/Fi02<150 (SpO2/Fi02<200) 3
0 vasopresores
Ventilacion mecanica pO2/Fi02<150 y vasopresores, 9
dialisis i ECMO
Fallecido i

ECMO, Membrana de oxigenacion extracorporea. FiO2, Fraccion inspirada de oxigeno. VNI, Ventilacion no

invasiva. pO2, Presion parcial de oxigeno. SpO2, saturacion de oxigeno. *Si esta hospitalizado solo por
aislamiento, se debe documentar como paciente ambulatorio.
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Anexo 6: Protocolo de Preparacion de Células Mononucleares de Sangre Periférica

(PBMCs) y de Tincion Multiparametrica para Citometria de Flujo Espectral (Protocolo

para tincion de PBMCs en placas de 96 pozos)

Generalidades

Preparar el coctel de anticuerpos antes de la preparacion de la muestra (opcional si solo
trabaja un usuario).

Preparar el disefio para un plato de 96 pocillos.

Para panel multicolor se recomienda: ~3.5 millones de células. Muestra No Tefida:
400,000 células. Si hay menos de 2.5 millones, usar 200,000 células para Muestra No
Teiiida.

Para controles se recomienda: 280,000—400,000 células por control de referencia de
tincion simple (22 controles de fluorescencia, uno de viabilidad y un “No Tefiido”) y ~1
millon para muestra multicolor.

Incluir muestra multicolor como control de tefiido y como referencia de tincion. Etiquetar
la muestra control como LSR2.

Materiales

PBMCs congeladas

Corning®, Solucion salina amortiguada con fosfato (PBS), 1X sin calcio ni magnesio, pH
7,4+0,1,21-040-CM

BD Pharmigen™, Solucion tampdn de tincion (BSA), 554657

BD Biosciences®, Solucién tampén de tincion brillante (BSB), 566385

Biolegend®, TruStain FcX™ humano (solucion de bloqueo de rFc, 4 °C), 422301
Solucion tampon de fijacion: diluir Paraformaldehido (PFA, 4.2 %) en PBS para preparar
solucion al 1 %

Cytek Biosciences®, ViaDye™ Red, Tinte de viabilidad, —20 °C, R7-60008

Anticuerpos con fluorocromos

Platos de 96 pozos

Tubos conicos de 50 mL

Toallas de papel para secado

Descongelamiento muestras de PBMCs

1.

ol

x>

Precalentar ~50 mL de RPMI (10 % SueroFetalBovino -FBS-, 1 % Penicilina/
Estreptomicina) a 37 °C por al menos 30 minutos.

Retirar el vial del tanque de N2 liquido y colocarlo en hielo.

Descongelar rapidamente el vial en bafio de agua a 37 °C hasta que el nucleo se suelte.
Transferir las células del vial al tubo cénico de 50 mL.

Anadir lentamente, gota a gota, 10 mL de medio tibio a las células en el tubo conico de 50
mL, mientras agita suavemente el tubo.

Anadir 1 mL de medio tibio al vial vacio para recuperar células remanentes. Déjelo
reposar.

Afadir el contenido del vial del paso 5, en el tubo conico de 50 mL.

Anadir medio tibio adicional hasta completar un volumen final de 20 mL.

Centrifugar a 300 g por 8 min, freno normal (7-9), a temperatura ambiente (20-23 °C).
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10.
11.
12.
13.
14.
15.
16.

Decantar el sobrenadante.

Resuspender gentilmente el pellet en 10 mL de medio tibio usando pipeta seroldgica.
Resuspender volumen adecuado de 10 mL de medio tibio para conteo celular-

Contar células y calcular viabilidad con azul tripano.

Anotar el porcentaje de viabilidad y concentracion (cells/mL).

Aflojar la tapa del tubo y colocar en incubadora hasta su uso posterior.

Calcular suspension celular para cada muestra y sembrar en los pozos a la concentracion
requerida.

Preparacion de tinte de viabilidad ViaDye™Red

1. Descongelar completamente el Dimetilsulfoxido (DMSO).

2. Anadir 100 pL. de DMSO al vial liofilizado ViaDye™Red (soluciéon madre 1 mM).

3. Vortex hasta mezclar completamente.

4. Alicuotar y congelar a —20 °C hasta su uso.

5. Descongelar la alicuota a temperatura ambiente, protegido de la luz, antes de cada uso. No
recongelar, no reutilizar.

6. Diluir la solucion madre a 1:500 en PBS (solucion de trabajo 2 uM).

7. Utilizar la solucion de trabajo a 5 pL por prueba para un volumen de 100 pL. Para plato,
usar 2.5 pL para un volumen total de 50 puL por pozo.

TINCION

Controles de referencia de viabilidad

1.

W

o NN

10.
11
12.
13.
14.
15.
16.
17.
18.
19.
20.

Descongelar y verter un aproximado de 280,000 células de un donante de PBMC’s en un
tubo de 10 mL. Utilizar para controles de viabilidad y dividir el contenido en dos:
“Control Vivo” y “Control Muerto”.

Matar las células (control “muertas”) mediante ciclos de congelacion (=80 °C, 5 min) y
choque térmico (42 °C, 3 min), repetir 2 veces.

Rotular un plato de 96 pocillos para controles de referencia de viabilidad

Afadir 280,000 células a cada pocillo, luego, anadir PBS hasta completar un volumen final
de 200uL.

Centrifugar a 400 g por 5 min, freno normal (7-9), a temperatura ambiente (20-23 °C).
Decantar sobrenadante y dar vortex suficiente.

Repetir pasos 4 a 6, sin dar vortex.

Afadir 2.5 pL de la solucion de trabajo de ViaDye™Red al pellet de células con 50 pL de
PBS (1/20).

Mezclar con la micropipeta e incubar por 15 min, protegido de luz.

Agregar 150 uLL de BSA,

. Centrifugar a 400 g por 5 min, freno normal (7-9), a temperatura ambiente (20-23 °C).

Decantar sobrenadante.

Repetir pasos de 10 a 13.

Fije las células con 100 pL de solucion tampon de fijacion y dé vortex exhaustivamente.
Mezclar con la micropipeta.

Incube por 20 minutos a temperatura ambiente, protegido de la luz.

Agregar 150 uL. de BSA,

Centrifugar a 400 g por 5 min, freno normal (7-9), a temperatura ambiente (20-23 °C).
Decantar sobrenadante.

Resuspenda en 200 pL de BSA, mezcle con la micropipeta.
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Controles de referencia de tincion celular vinica

1.

2.

Nownhkw

8.
9

10.

11

15

Rotular un plato de 96 pocillos para controles de tincion tnica (incluyendo controles “no
tefiido”).

Afadir 280,000—400,000 células a cada pocillo (50 pL de volumen final). Asegurar mayor
concentracion para los marcadores CD95, CD197 (CCR7) y CD183 (CXCR3)

Anadir BSA hasta completar un volumen final de 200 pL.

Centrifugar a 400 g por 5 min, freno normal (7-9), a temperatura ambiente (20-23 °C).
Decantar sobrenadante.

Repetir pasos 3 a 6.

Resuspender en BSA con el volumen apropiado para que a afadir cada anticuerpo
monoclonal, finalice con un volumen de tincion de 50 pL.

Mezclar con la micropipeta.

Incubar por 20 min a temperatura ambiente, protegido de la luz.

Agregar 150 uLL de BSA a cada control.

. Centrifugar a 400 g por 5 min, freno normal (7-9), a temperatura ambiente (20-23 °C).
12.
13.
14.

Decantar sobrenadante.

Repetir pasos 10 a 12.

Fije las células: afiadir 100 pL de solucién tampoén de fijacion (PFA 1%) y de vortex
exhaustivamente.

. Incubar por 20 min a temperatura ambiente, protegido de la luz.
16.
17.
18.
19.

Agregar 100 uL de BSA a cada control.

Centrifugar a 400 g por 5 min, freno normal (7-9), a temperatura ambiente (20-23 °C).
Decantar sobrenadante.

Resuspender en 200 pL. de BSA y mezclar con la micropipeta.

Muestra multicolor

1.
2.

PN AW

10.

11

Rotular un plato de 96 pocillos para muestras multicolor

Preparar coctel de anticuerpos en un vial de 1.5 mL. Para una muestra multicolor, primero
afiadir 20 pL de BSB, luego afiadir los conjugados anticuerpos-fuorocromo uno por uno,
excepto por CD95, CCR7 y CXCR3 que se anadirdn aparte. Calcule la preparacion de un
coctel multicolor adicional por cualquier pérdida en el proceso. Prepare los cocteles al
momento de hacer la tincion.

Anadir ~2 millones de células en 50 pL. de medio tibio, a la muestra multicolor.

Anadir 150 pL de PBS para completar un volumen final de 200 pL.

Centrifugar a 400 g por 5 min, freno normal (7-9), a temperatura ambiente (20-23 °C).
Decantar sobrenadante.

Mezclar con la micropipeta.

Afadir 2.5 pL de la solucion de trabajo de ViaDye™Red al pellet de células con 50 pL de
BSA.

Mezclar con la micropipeta e incubar por 15 min, a temperatura ambiente (20-23 °C),
protegido de luz.

Agregar 150 uLL de BSA,

. Centrifugar a 400 g por 5 min, freno normal (7-9), a temperatura ambiente (20-23 °C).
12.
13.

Decantar sobrenadante.
Mezclar con la micropipeta.
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14.

15.

16.
17.
18.
19.
20.
21.
22.

23.
24.
25.
26.
27.
28.
29.

Anadir 5 pL de BSB, 2.5 pL de TruStain FeX™ y 2.5 uL de CD9S5 al pellet celular.
Incube por 5 min a temperatura ambiente (20-23 °C), protegido de la luz.

Afadir 2.5 pLL de CD197 (CCR7), 2.5 pL de CD183 (CXCR3). Incube por 10 min a
temperatura ambiente (20-23 °C), protegido de la luz.

Anada el coctel (41.0 pL) preparado en el paso 2 y dé vortex exhaustivamente.

Incube por 20 minutos a temperatura ambiente (20-23 °C), protegido de la luz.
Agregar 150 uL. de BSA,

Centrifugar a 400 g por 5 min, freno normal (7-9), a temperatura ambiente (20-23 °C).
Decantar sobrenadante.

Repetir pasos 18 a 20.

Fije las células: afiadir 100 pL de solucién tampoén de fijacion (PFA 1%) y de vortex
exhaustivamente.

Mezclar con la micropipeta.

Incube por 20 minutos a temperatura ambiente (20-23 °C), protegido de la luz.
Agregar 100 uL. de BSA,

Centrifugar a 400 g por 5 min, freno normal (7-9), a temperatura ambiente (20-23 °C).
Decantar sobrenadante.

Resuspenda en 200 pL de BSA, mezcle con la micropipeta.

Adquiera las muestras a flujo medio o almacene las células para ser leidas antes de
cumplidas 48 horas de la tincion.

Detalle de los complejos AnticuerpoMonoclonal-Fluorocromo utilizados para panel de
citometria espectral

CD / Nombre alterno Fluorocromo Clon Volumen (ul.)
CD3 BV570 UCHTI1 2.5
CD4 PerCP-Fire 806 SK3 0.5
CDS BV480 SK1 1.25
CD14 cFluor B548 63D3 2.5
CD16 BV650 3G8 2.5
CD19 Spark NIR 685 HIB19 0.6
CD20 cFluor V547 2H7 2.5
CD25 /IL-2Ra PE-Fire 700 M-A251 2.5
CD27 APC-Fire 810 QA17A18 2.5
CD38 BV711 HIT2 2.5
CD45 APC-Fire 750 2D1 1.25
CD45RA cFluor V450 HI100 2.5
CD56 / NCAM BV750 5.1H11 2.5
CD57 FITC HNK-1 0.6
CD69 PE-Dazzle 594 FN50 2.5
CD95 / Fas R718 DX?2 2.5
CD127/1L-7Ra APC A019D5 2.5
CD183 / CXCR3 PE-Cy7 GO25H7 2.5
CD197/CCR7 BV421 GO043H7 2.5
CD279/PD-1 BV785 EH12.2H7 2.5
CD303 / BDCA-2 PE 201A 0.55
CD314 / NKG2D Alexa Fluor 647 1D11 1.25
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Distribucion de los fluorocromos por longitud de onda de emision

LOZ%;E:&S%?;?ZI de Laser Violeta Laser Azul _
387
395
420 CCR7 BV421
440
450 CD45RA V450
480 CD8 BV480
500
520 CD57 FITC
520 CD14 B548
550 CD20 V547
570 CD3 BV570 CD303 PE
580
600 CD69 PE-Dazzle 594
660 CD16 BV650 CD127 APC
680 CD314 AF647
690 CD19 Spark NIR 685
700 CD38 BV711 CD25 PEFire700 CD95 R718
750 CD56 BV750 CD45 APC-Fire 750
780 PD-1 BV785 CXCR3 PECy7 ViaDye Red
800 CD4 PerCPF806 CD27 APC-Fire 810




