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RESUMEN

Los biomarcadores son indicadores biologicos medibles de la presencia, gravedad
o tipo de enfermedad en entornos médicos (L. Zhang & Guo, 2020). En casos de COVID-
19 severos los factores de riesgo identificados incluyen la presencia de comorbilidades,
edad avanzada y sexo masculino (Gandhi et al., 2020). Asimismo, el aumento y
disminucion de una serie de biomarcadores pueden orientar hacia la estratificacion de la
gravedad y el prondéstico (Wu & McGoogan, 2020).

Nos propusimos identificar y caracterizar biomarcadores serolégicos para
COVID-19 en panamefios. El estudio caso-control contemplé a 272 participantes
reclutados durante abril-diciembre de 2020 (Villarreal et al., 2021), incluyendo 108 casos
positivos hospitalizados, confirmados por RT-PCR y 164 controles donantes de sangre,
negativos por pruebas de anticuerpos. Las muestras de suero fueron analizadas mediante
inmunoensayo de particulas de latex, Inmunoturbidimietria, Quimioluminiscencia e
enzimo-inmunoensayo tipo sandwich con deteccion final por fluorescencia. Las
caracteristicas de la poblacion de muestra fueron: 182 (66.91%) hombres y 90 (33.09%)
mujeres (P= 0.0654). La edad promedio fue de 44.75 + 11.37 afios, siendo el grupo de
participantes COVID-19 positivo significativamente con mayor edad y presentando una
mayor frecuencia de al menos una enfermedad cronica, con respecto al grupo de
participantes control (P=>0.0001). Tomando en consideracion los valores de referencia 'y
comparando con el grupo control, los pacientes COVID-19 evidenciaron alteraciones

significativas como: eritrocitopenia, anemia, disminucion del hematocrito
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trombocitopenia, monocitosis, disminucion del porcentaje de linfocitos (P= < 0.0001),
leucopenia y granulopenia (P= 0.0005), linfopenia (P= 0.0023), aumento en el porcentaje
de monocitos (P= 0.0009), disminucion en el volumen corpuscular medio (P= 0.0488),
aumento del RDW (P= 0.0044), ferritina, proteina C reactiva (PCR), lactato amino
deshidrogenasa (LDH) (P= < 0.0001), interleucina 6 (IL-6) y procalcitonina (PCT) (P=
0.0093 y 0.0422, respectivamente). Mediante analisis de curva ROC se determind el valor
optimo y el valor predictivo de los biomarcadores, resultando que personas con valores
elevados de ferritina, IL-6, PCR, LDH y PCT tienen mayor probabilidad de desarrollar

casos moderados-severos por COVID-19.

Palabras claves: SARS-CoV-2, biomarcadores, COVID-19, prondstico.
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INTRODUCCION

En Panamd, desde inicios de la pandemia por COVID-19 en marzo de 2020,
diversos grupos de investigacion han fusionado esfuerzos para responder y sobrellevar
distintos aspectos de esta situacion de emergencia. La presente tesis de maestria forma
parte de las actividades planteadas para el proyecto: “Evaluacion de pruebas de inmuno
diagnostico y biomarcadores para COVID-19 en Panama”, el cual resulto beneficiado por
la Convocatoria publica de investigacion + desarrollo + innovacién de respuesta rapida al
COVID-19, financiado por SENACYT. Nuestro grupo de investigacion ya ha realizado
exitosamente la primera fase del proyecto, que consistia en la evaluacion del desempefio
de pruebas seroldgicas para la deteccién de anticuerpos IgM e IgG frente a SARS-CoV-2.
Con dicha herramienta, pudimos estimar un porcentaje de seropositividad (para abril-julio
2020) de alrededor 11% en grupos de trabajadores de salud de hospitales publicos y
privados de Panama (Villarreal et al., 2021). En una segunda fase, evaluamos potenciales
biomarcadores con valor predictivo para determinar la severidad de la enfermedad
COVID-19 utilizando muestras de una cohorte de pacientes y donantes de sangre

reclutados en el complejo hospitalario Dr. Arnulfo Arias Madrid.
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FUNDAMENTOS TEORICOS

1.1. Antecedentes

La enfermedad por coronavirus del sindrome respiratorio agudo severo (COVID-
19) es una enfermedad de origen zoonotico, que surgié por primera vez en Wuhan, China,
en diciembre de 2019 (Guan et al., 2020). Los coronavirus presentan un alto riesgo de
ocasionar pandemias. El coronavirus del sindrome respiratorio agudo severo 2 (SARS-
CoV-2) es el noveno coronavirus reportado que infecta humanos y el séptimo
identificado en los ultimos 20 afios (Lednicky et al., 2021). Los nuevos coronavirus
parecen surgir periédicamente en los seres humanos, principalmente debido a la alta
prevalencia, amplia distribucién de los coronavirus, gran diversidad genética, frecuente
recombinacion de sus genomas y el aumento de las actividades de interaccion entre
humanos y animales (Cui et al., 2019).

La pandemia por COVID-19 ha conllevado a diversas repercusiones de salud
publica, no solo causando problemas de salud fisica, sino que también ha provocado una
serie de trastornos psicoldgicos (Necho et al., 2021) como la ansiedad y la depresién (Luo
et al., 2020) trastorno del suefio (Jahrami et al., 2021) y un sinnimero de consecuencias
socio econdmicas (Mishra et al., 2020).

El 30 de enero de 2020, la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) declar6 que
la enfermedad COVID-19 es una “emergencia de salud publica de interés internacional”,

y se adoptaron intervenciones para mitigar su propagacion como: distanciamiento social,
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cuarentenas, restricciones de movilidad y de viajes, aumento de pruebas y aumento de
numeros de camas de hospital y en la unidad de cuidados intensivos (UCI) (OMS, n.d.).
Actualmente, para el 10 de mayo del 2023 se registra a nivel mundial una
incidencia por COVID-19 de 765,903,278 casos (Figura 1.1). Entre los paises mas
afectados destacan Estados Unidos, China, India, Francia, Alemania, Brasil, Japon,

Republica de Corea, Italia y Reino Unido.

\YV/‘%\@ WOI'Id .Hea.lth Search by Country, Territory, or Area
W3 Organization

LY

I

WHO Coronavirus (COVID-19) Dashboard Overview  Measures  Table View Data  More Resources

Cases

Total

438.312

new cases fast 7 days

765.903.278

mulative cases

6.927.378

Figura 1 Mapamundi de Casos de COVID-19. 765,903,278 casos Confirmados al 10 de
mayo del 2023.

FUENTE: https://covid19.who.int/.
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En Panama se registra una incidencia por COVID-19 de 1.037.324 casos

confirmados, presentados en la Figura 2

{7y, World Health
R

Global > ™ Panama Overview Measures Table View Data More Resources

1.037.324

8620

Figura 2 Datos sobre COVID-19 en Panama 10 de mayo de 2023.
FUENTE: https://covid19.who.int/region/amro/country/pa

La Organizacion Mundial de la Salud acogid la recomendacion del Comité de
Emergencia de declarar el fin de la emergencia de salud publica de emergencia
internacional por la COVID-19 el 5 de mayo del 2023. Implica que es el momento que
los paises pasen del modo de emergencia al manejo y control de la COVID-19 con otras
enfermedades infecciosas. La COVID-19 no ha terminado. EIl riesgo continta. Por esa
razén, los paises, ni sus sistemas de salud, al igual que sus poblaciones, pueden bajar la

guardia.(Paho.org, 2023)
1.2. Agente etioldgico

El agente causal de esta enfermedad se ha definido como coronavirus del

sindrome respiratorio agudo 2 (SARS-CoV-2), el cual es miembro de un grupo de
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coronavirus altamente patégeno que afecta a los humanos (HCoV) con repercusiones
importantes en la salud publica.

En las dos ultimas décadas se han producido tres grandes brotes internacionales
de coronavirus que han causado preocupacion sanitaria mundial. A finales del 2002 el
SARS-CoV nombrado asi por los sintomas asociados al sindrome respiratorio agudo
severo (SARS); en el 2012-2013 surgio el sindrome respiratorio de Oriente Medio
(MERS) cuyo agente causal se denomind sindrome respiratorio de Oriente Medio
(MERS-CoV) y en diciembre del 2019 el SARS-CoV-2, que causé la enfermedad
COVID-19 (Guarner, 2020).

Los coronavirus pertenecen a la subfamilia orthocoronovirinae de la familia
Coronaviridae y al orden Nidovirales. La subfamilia Coronavirinae se clasifica en
cuatros grupos: alfacoronavirus, beta coronavirus, gammacoronavirus Yy delta
coronavirus, de los cuales los gamma y delta suelen infectar a las aves y posiblemente a
los mamiferos (Woo et al., 2012). Los alfa y los beta infectan mamiferos y son capaces de
causar enfermedades a los humanos (Cui et al., 2019). Existen siete cepas de coronavirus
humanos y entre ella se encuentran el HCoV-229E, el HCoV-OC43, el HCoVNLG63,
HCoV-HKU1, SARS-CoV, MERS-CoV Y SARS-CoV-2 (Kin et al., 2015).

El SARS-CoV-2 es un virus del género beta coronavirus (Renu et al., 2020). Con
genoma de Acido ribonucleico (ARN) monocatenario (ssRNA) de polaridad positiva, con
una envoltura de bicapa lipidica. Las proteinas estructurales que lo componen son: la
proteina de espiga o espicula (S), que es la proteina mas expuesta en la superficie del
virus, la proteina de envoltura (E) que facilita el ensamblaje y liberacion del virus, la

proteina de la membrana (M) la cual es una proteina estructural mas abundante en el
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virion que le da su forma y la proteina de la nucleocépside (N) necesaria para el
empaquetamiento del ARN viral en la particula viral durante el ensamblaje viral y la
hemaglutinina esterasa (HE) que actia como hemaglutinina uniéndose a los acidos
sialicos en las glucoproteinas de superficie (Figura 1.3). De estas cinco proteinas, las de
mayor importancia son la proteina N que conforma la céapside y estructura viral y la
proteina S que interactda en la union del virus a las células huésped (Hokello et al.,

2020)(Jaime & Gabriela, 2020).

Estructura del SARS-CoV-2

Proteina de la
Nucleocéapside (N)

Proteina de
Membrana (M)

Proteina de
envoltura (E)

ARN
monocatenario

Figura 3 Estructura del Coronavirus.

Principales componentes estructurales de la particula del SARS-CoV-2: ARN viral y
proteinas estructurales (S, E, M, N).

Creado en BioRender.com.

El ciclo viral del coronavirus inicia en las células huésped; La proteina S del
virus, se une al receptor de la enzima convertidora de angiotensina 2 (ACE2) en las

células diana del huésped. Este receptor se expresa en varios organos del cuerpo,



23

principalmente en pulmones, rifiones e intestino. Una vez que el virus ingresa a la célula
huesped, se libera el ARN gendmico de sentido positivo, que es utilizado como plantilla
durante el proceso de replicacion. Se transcribe el ARN mensajero (ARNmM) que se
traducen en proteinas virales. La proteina N se une al genoma y la proteina M se asocia
con las membranas del reticulo endoplasmico. Posteriormente el ARNm y las proteinas
de la nucleocépside se combinan para formar los viriones que se transportan hacia la
membrana plasmatica ensamblandose las particulas virales para liberarse e infectar

nuevas células (Oliva Marin, 2020).
1.3. Sintomas y patogenia de la enfermedad COVID-19

Los sintomas y signos de COVID-19 en su mayoria son de tipo respiratorio, que
incluyen: fiebre, fatiga, tos seca, dolor de garganta, cefalea, mialgia o artralgia,
escalofrios, nduseas o vOmitos, congestion nasal, diarrea, hemoptisis, congestion
conjuntival, disnea, produccion de esputo, pérdida temporal de los sentidos del gusto el
olfato. La presentacion de la enfermedad en la mayoria de las personas (80% de los
casos) es de tipo asintomatica o con el desarrollo de sintomas leves o moderados. En la
enfermedad leve, los sintomas pueden ser fiebre, tos seca, cambios en el sentido del gusto
y olfato, sin disnea. En la enfermedad moderada, se presentan evidencias clinicas o
radiogréficas, saturacion de oxigeno < 94%, con o sin dificultad para respirar. En la
enfermedad severa (14% de los casos), con una saturacion de oxigeno < 94%, frecuencia
respiratoria, > 30 respiraciones por minuto, > 50% de infiltrado pulmonar y en la
enfermedad critica (5% de los casos), con falla respiratoria, sindrome del distrés

respiratorio Agudo (SDRA), sepsis y shock séptico, tromboembolismo y/o falla



24

multiorganica, incluyendo lesion renal aguda y falla cardiaca (National Institutes of

Health, 2021) o disfuncion multiorganica, esta tltima que en muchos casos desencadena

en el fallecimiento del paciente (W. Zhang et al., 2020). Ver Tabla 1 acerca de severidad

de la enfermedad en conjunto con signos y sintomas.

Tabla 1 Clasificacion de la Severidad de la Enfermedad COVID-19 segun signos

y sintomas

Severidad de la Enfermedad

Signos y sintomas

Asintomatica o infeccion pre
sintomatica

Prueba positiva para SARS-CoV-2.
Sintomas no consistentes con COVID-19.

Leve

Signos y sintomas de COVID-19 (fiebre, tos,
dolor de garganta, malestar, dolor de cabeza,
dolor muscular, vomitos, diarrea, anosmia,
ageusia)

Sin dificultad para respirar, disnea o imagenes
de térax anormales.

Moderada

Evidencia de alteracion de las vias respiratorias
inferiores durante la evaluacion clinica o la
obtencion de imagenes.

Saturacién de oxigeno (SpO2) >94 %.

Severa

Saturacion de oxigeno (Sp02) <94 %.

Relacion entre la presion arterial parcial de
oxigeno y la fraccion de oxigeno inspirado
(PaO2/Fi02) <300 mmHg.

Frecuencia respiratoria >30 respiraciones/min,
o infiltrado pulmonar >50%.

Critica

Falla respiratoria, shock septico, y /o disfuncion
de multiples 6rganos.

Informacion extraia de (Zawilska et al., 2021).
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La OMS en conjunto con expertos, instituciones e investigadores ejecutan la
vigilancia y evaluacién de la evolucion del SARS-CoV-2 desde enero del 2020,
categorizando a las variantes emergentes del virus, en variantes de interés (VOI) y
variantes preocupantes (VOC), priorizando el seguimiento y la investigacion a escala
mundial para orientar la respuesta a la pandemia de COVID-19. Las caracteristicas
fenotipicas tales como: trasmisibilidad, gravedad de la enfermedad, riesgo de reinfeccion
e impactos en el diagndstico y la eficacia de la vacuna son actualizadas semanalmente
(OMS, 2022).

Han surgido variaciones genéticas del SARS-CoV-2, vinculadas a una mayor
transmision, evasion inmunoldgica y severidad de la enfermedad que se describen en la

Tabla 2.
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Tabla 2 Variantes de SARS-CoV-2 segun Severidad de la enfermedad

Nomenclatura Pais de Severidad de la Ref .
de la OMS origen enfermedad eterencia
Mayor riesgo
de enfermedad
Alfa Reino Unido severa en (Li et al., 2020)
hombres  que
en mujeres.
e oy (Tegally et al., 2021)
Beta Sudafrica Grave, critica (Lin et al., 2021)
Gamma Japon/Brasil Severa (Linetal., 2021)
Delta India Critica (Linetal., 2021)
Epsilon ESt.adOS Moderada (Yangetal., 2021)
Unidos
Multiples (Li et al., 2020)
Eta paises Moderada (\Vaidyanathan, 2021)
lota Est_ados Moderada (Celik et al., 2021)
Unidos
(Lietal., 2020)
Kappa India Moderada (Vaidyanathan, 2021)
(Celik et al., 2021)
Lambda Perd Moderada (Celik et al., 2021)
. . (Laiton-Donato et al.,
Mu Colombia Desconocida 2021)
_ . (Hageman &
Omicron Africa Moderada Alkureishi, 2022)
Theta Filipinas Moderada (Tao etal., 2021)

(Celik et al., 2021)

Informacion extraida de (Islam & Igbal, 2020)(Flores-Vega et al., 2022).

La severidad de la enfermedad por COVID-19 va a depender también de
factores genéticos tales como polimorfismos en los genes de la ACE2 y la serina proteasa
celular de transmembrana 2 (TMPRSS2), y de factores no genéticos de relevancia
biomédica como la presencia de comorbilidades, tales como: enfermedades
cardiovasculares, diabetes, enfermedad respiratoria cronica, obesidad, anemia falciforme,

enfermedad cronica del rifién, hipertensién, inmunosupresion y cancer. En la Tabla 3 se
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consolidan los factores de riesgo mas frecuentes que predisponen a sufrir formas graves

de la enfermedad.

Tabla 3 Factores de riesgo que predisponen a sufrir formas graves de la enfermedad
COVID-19.

Factor de Riesgo Referencia

Tener una edad avanzada (Wu & McGoogan, 2020)

(> 60 afios de edad)

Género masculino (Gandhi et al., 2020)
Hipertension (Sharma et al., 2022)
Enfermedad cardiovascular (Sharma et al., 2022)
Diabetes (Sharma et al., 2022)

(Wu & McGoogan, 2020)
(Gandhi et al., 2020)

(Wu & McGoogan, 2020)
(Gandhi et al., 2020)

(Wu & McGoogan, 2020)
(Gandhi et al., 2020)

Enfermedad respiratoria cronica

Obesidad

Enfermedad renal crénica

1.4. Biomarcadores para la identificacion oportuna de formas graves de COVID-19

Hasta el momento, se han identificado una serie de marcadores séricos que
pueden orientar hacia la estratificacion de la gravedad y el prondstico de COVID-19.
Hallazgos asociados con una peor presentacion de la enfermedad incluyen incremento de:
ferritina, PCR, IL-6, PCT, LDH y marcadores hematologicos tales como niveles globulos
blancos disminuidos (Villa Palacio & Lopez Henao, 2020), disminucion de conteo de
linfocitos (linfopenia) y disminucion del conteo plaquetario (Zhou et al., 2020). Se ha
reportado, que los niveles séricos de PCR, PCT, dimero D y ferritina aumentan

notablemente en los casos criticos de COVID-19 en comparacion con los severos (Zhou
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et al., 2020). Se piensa que el aumento de los niveles de PCR, PCT vy ferritina podria
correlacionarse con una infeccion bacteriana secundaria, lo que aumenta un mal
prondstico clinico (Zhou et al., 2020). Ademas, la cinética de la respuesta inflamatoria
circulante, como la IL-6, puede resultar fundamental como biomarcador predictivo y
tomar decisiones para tratamiento inmunomodulador oportuno (Zhu et al., 2020), puesto
que el aumento de los niveles de IL-6 se correlaciona con mayores tasas de mortalidad
(Gomez et al., 2020).

Diversos estudios evidencian que los niveles PCR, PCT, IL-6, velocidad de
sedimentacion globular (VES), proteina amiloide A sérica y ferritina sérica fueron
significativamente mas altos en los pacientes graves en comparacién con los casos no
graves (WHO & Aylward, Bruce (WHO); Liang, 2020). Ademas, los valores altos de
PCT parecen depender de la gravedad de la COVID-19, aproximadamente los niveles de
PCT son cuatro veces mayor en casos Severos y ocho veces mayor en casos criticos en
comparacion con los casos moderados; pueden estar asociados a la coinfeccion bacteriana
y puede contribuir a determinar la gravedad de la COVID-19 (Hu et al., 2020). En la tabla
4 se resumen los biomarcadores elevados y disminuidos para la estratificacién de la

gravedad y prondstico del COVID-19.
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Tabla 4 Principales biomarcadores seroldgicos elevados y disminuidos durante la

evolucion del COVID-19.

Rango de Que se
Parametro refergencia reportaen Referencia
COVID-19
(L. Zhang & Guo, 2020)
Ferritina 30-400 (ng/ml) Elevado (Villa Palacio & Lopez
Henao, 2020)
(L. Zhang & Guo, 2020)
IL-6 <7.0 (pg/ml) Elevado (Miguel-Bayarri et al.,
2012)
LDH 140-271 (U /L) Elevado (Henry et al., 2020)
PCR <5.0 (mg/L) Elevado (L. Zhang & Guo, 2020)
PCT 0.02-0.05 Elevado (L. Zhang & Guo, 2020)
(ng/ml)
A _ A
GIQbUIOS 3.8-5.9 (1076 Disminuido (Kazancioglu et al., 2020)
Rojos ful)
Hemoglobina 12-18 (g /dI) Disminuido (Udayar et al., 2022)
1.0-4.8 . . .
Linfocitos (1073/ul) Disminuido (H\Qr:fopgloa;é;’ & Lopez
17-48 (%) ’
0.1-1.2
Monocitos (1073/ul) Elevado (Mao et al., 2021)
3-10 (%)
Hematocrito 35-53 (%) Disminuido (Kazancioglu et al., 2020)

La ferritina es una proteina intracelular cuya propiedad principal es el

almacenamiento de hierro y es un mediador clave de la desregulacién inmunoldgica,

especialmente cuando ocurre hiperferritinemia extrema, ocasionando efectos

inmunosupresores y pro inflamatorios directos, que contribuyen a la tormenta de

citoquinas (Vargas-vargas & Cortés-rojo, 2020).
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La proteina C reactiva (PCR) es una proteina plasmatica circulante, cuya
concentracion aumenta rapida y extensamente en una respuesta mediada por citocinas a la
lesion tisular, la infeccion y la inflamacion (Thompson et al., 1999).

La Procalcitonina (PCT) es el precursor de la hormona calcitonina y se
produce en respuesta a las infecciones bacterianas sistémicas, sepsis y cuando existe dafio
tisular (Neuman & Buchmeier, 2020).

La LDH es una enzima intracelular que se encuentra en las células de la
mayoria de los drganos, la cual cataliza la conversion de piruvato a lactato, con
interconversion concomitante de nicotinamida adenina dinucléotido reducido (NADH) vy
nicotinamida adenina dinucléotido (NAD+) (Hsu & Sabatini, 2008).

Estudios indican que el rapido deterioro clinico y alto riesgo de mortalidad
asociado al COVID-19 severo puede estar relacionado a la tormenta de citoquinas, que se
describe como una hiperinflamacidn sistémica descontrolada causada por la liberacion de
grandes cantidades de citoquinas proinflamatorias como la interleucina 1 (lI-1), IL-6,
interleucina 18 (I1L-18),interferén gama (IFN-y) y el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-
a) (Ye et al., 2020). La IL-6 es una citoquina pleiotropica que media la transicion de la
fase aguda a la cronica de los procesos infecciosos (Tanaka & Kishimoto, 2012) y su
nivel en pacientes criticos es aproximadamente un orden de magnitud mayor que en
pacientes con COVID-19 leve (X. Chen et al., 2020).

Las manifestaciones de la infeccion por SARS-CoV-2 se presentan
principalmente a nivel del tracto respiratorio; sin embargo, pueden involucrar otros
sistemas como el hematopoyético. En vasos sanguineos pulmonares la deposicion de

plaquetas evidenciada en la trombocitopenia es un importante caracteristica del SARS y


https://es.wikipedia.org/wiki/Prote%C3%ADna
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de valor pronostico en pacientes con COVID-19 (Y. Liu et al., 2020). Los leucocitos
pueden estar disminuidos con valores totales a menores de < 2 x 109 /L en casos severos.
La linfopenia se presenta de forma moderada o severa con valores absolutos de e 0,5-1 x
109/L y < 0,5 x 109/L, respectivamente, y se asocia con un riesgo mayor de desarrollar
SDRA al igual que una probabilidad mayor de gravedad e ingreso a unidad de cuidados

intensivo



METODOLOGIA

2.1. Tipo de Estudio

Transversal con muestreo por conveniencia.

2.2. Poblacion del estudio y distribucidn de los participantes:

Las muestras de suero y datos de este estudio provienen del proyecto de
investigacion: Evaluacién de pruebas de inmuno diagnostico y biomarcadores para la
enfermedad COVID-19 en Panamd. Para el universo de estudio en este trabajo, se
consideraron muestras y datos de personas expuestas y no expuestas al coronavirus
SARS-CoV-2. Todos los sujetos que participaron en el estudio cumplieron con los
criterios de inclusion y exclusion que se describen en el siguiente apartado.

Para esta tesis, los participantes se definieron y distribuyeron de la siguiente
manera:

Grupo 1: Sujetos con diagnostico por COVID-19 positivos y confirmados por la
reaccién en cadena de la polimerasa (RT-PCR) hospitalizados en el complejo hospitalario
Dr. Arnulfo Arias Madrid de la Caja de Seguro Social. Se excluyeron pacientes en
unidades de cuidados intensivos y sala de semi intensivo segun criterios de exclusion.

Grupo 2: Sujetos controles, participantes negativos a COVID-19 confirmados por
pruebas seroldgicas. Fue una muestra de poblacién sana, tomada en el mismo periodo de
tiempo mediante el uso de muestras de donantes de sangre, captados de manera

voluntaria en los hospitales participantes en el estudio. Los donantes aprobaron la
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evaluacion de salud para donacidn y negativos en sus examenes de laboratorios por otras

infecciones (Chagas, HIV, HBV, HAgAV, HTLV1Yy 2, entre otros).

2.3. Criterios de inclusién y exclusion:

2.3.1. Criterios de Inclusion:

e Tener disponibilidad para completar las actividades del estudio.
e Haber otorgado un consentimiento informado.

e Personas de > 18 afios de ambos sexos.
2.3.2. Criterios de Exclusion:

e Contraindicacion para la puncion venosa.

e Pacientes en Unidad de Cuidados intensivos y Semi intensivo.

2.4. Consideraciones éticas

El protocolo de estudio fue disefiado e implementado de acuerdo con la Guia
Tripartita Armonizada para las Buenas Practicas Clinicas del Consejo Internacional para
la Armonizacidon de los Requisitos Técnicos de los Productos Farmacéuticos de Uso
Humano (ICH), siguiendo las regulaciones locales vigentes y de acuerdo con los
principios éticos establecidos en la declaracion de Helsinki, versién 2013. Ademas, se
utilizaron las Pautas éticas internacionales para la investigacion relacionada con la salud
con seres humanos elaboradas por el Consejo de Organizaciones Internacionales de las
Ciencias Médicas (CIOMS) en colaboracion con la Organizacion Mundial de la Salud

(OMS) 2016.
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El protocolo de estudio fue aprobado por el Comité Nacional de Bioética de la
Investigacion de Panama (Ref. EC-CNBI-2020-04-43). Todos los participantes dieron su

consentimiento informado y no se violo la confidencialidad del participante.
2.4.1. Consentimiento informado

El proposito de la investigacion fue explicado a todas las personas identificadas
para el reclutamiento en la investigacion. El consentimiento informado de todas las
personas que aceptaron participar en la investigacion fue obtenido antes de que un
miembro capacitado del equipo de investigacion realizara cualquier procedimiento como
parte de la investigacion. Cada participante fue informado de que la participacién en la
investigacion era voluntaria y que él / ella era libre de retirarse, sin justificacion de la
investigacion en cualquier momento sin consecuencias y sin afectar las responsabilidades

profesionales.
2.4.2. Riesgos y beneficios para los participantes

Esta investigacion presentd un riesgo minimo para los sujetos participantes, que
implico la recoleccién de una pequefia cantidad de sangre. El principal beneficio del
estudio para los participantes fue indirecto, ya que los datos recopilados ayudaran a
mejorar el reconocimiento temprano de pacientes COVID-19 propensos a desarrollar

formas graves de la enfermedad.
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2.4.3. Confidencialidad

Se mantiene la confidencialidad de los participantes durante toda la investigacion.
Todos los sujetos que participaron recibieron un nimero de identificacion del estudio por
parte del equipo de investigacion para la codificacion de cuestionarios y muestras. El
enlace de este numero de identificacidn con las personas es mantenido por el equipo de

investigacion.

2.5. Estrategia de reclutamiento

Los participantes donantes de sangre, se les invitd a participar al estudio por el
personal de salud del banco de sangre de los hospitales participantes.

Los participantes positivos fueron captados en las salas COVID-19 de los
nosocomios participantes, donde fueron invitados a participar al estudio por parte de

reclutadores autorizados para ingresar a las dependencias.

2.6. Localizacion y periodo de realizacion del estudio

Los participantes fueron reclutados de los hospitales Dr. Arnulfo Arias Madrid en
la ciudad de Panamé y del Hospital Dr. Manuel Amador Guerreo de la ciudad de Colén.
El periodo del muestreo se ejecutd entre los meses de abril a diciembre de 2020, meses en
el los cuales se reportaron 35,237 casos positivos acumulados y 920 hospitalizados

(Francisco, 2020). La mayoria de los linajes asociados con casos importados detectados
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fueron A.1, A.3,B,B.1y B2.1 sin embargo también el linaje A.2.1/19B fue introducido en

el pais > 3 semanas antes del primer caso detectado (Franco et al., 2021).

2.7. Tamaiio de Muestra

Teniendo en cuenta que las muestras proceden de un proyecto madre. Se
utilizaron para esta tesis de maestria las muestras de 100 participantes COVID-19
positivos (confirmados por gRT-PCR) y 227 participantes COVID-19 negativos
(confirmados por pruebas seroldgicas). Por lo que para esta tesis el tamafio de la muestra

total fue de 327 participantes.

2.8. Recopilacion de datos

Se utilizé6 un formulario de captacion de datos para recabar la informacion
demogréfica tales como: edad, sexo, profesion, entre otros. Ademads, se registro
informacidn sobre sintomas y estado de salud relacionado a COVID-19 y de exposicion

al SARS-CoV-2 de los participantes. (Ver en la seccion de anexos).

2.9. Recoleccion y procesamiento de muestras biologicas

A los participantes se les extrajo una muestra de sangre periférica por
venopuncién, en tubos con y sin anticoagulante. Todas las muestras recolectadas fueron
tomadas por tecnologos medicos iddneos, respetando las medidas de bioseguridad

necesarias y utilizando equipos de proteccion personal (guantes, batas desechables,
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mascarillas y lentes). Se etiquetaron las muestras con la siguiente informacion: cédigo del
sujeto y fecha. Las muestras fueron transportadas en neveras con pads frios al laboratorio
de estudio (INDICASAT-AIP), donde fueron centrifugadas (Centrifuga 5810R,
Eppendorf) para la obtencion del suero y plasma, para luego ser dividida en alicuotas de
aproximadamente 1 ml en crioviales y almacenadas a -80°C (Panasonic MDF-U33V-PA)
hasta el momento de analisis. Las muestras fueron inactivadas en incubador a bafio maria
(Thermo Scientific) durante 60 min a 56°C previo a la realizacion de los ensayos de
laboratorio para determinar los biomarcadores.

El personal de investigacion involucrado en la recoleccion y transporte de
muestras recibid capacitacion en practicas de manejo seguro y procedimientos de

descontaminacion de derrames.

2.10. Pruebas de laboratorio realizadas

Las metodologias que se utilizaron para la deteccion de biomarcadores
inmunoldgicos se incluyen: inmunoensayo de particulas de latex, fotometria cinética,
Inmunoturbidimietria, Quimioluminiscencia (CLIA) e enzimo inmunoensayo tipo

sandwich con deteccion final por fluorescencia (ELFA).

2.10.1. Inmunoensayo de particulas de latex para la determinacion de proteina C

reactiva

2.10.1.1. Descripcion general

Inmunoanalisis de latex se utilizo para determinar las concentraciones de proteina

C reactiva en sangre con muestras de suero. El protocolo se ejecutd siguiendo las
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instrucciones del fabricante. La aglutinacion tuvo lugar cuando se produjo la reaccion
antigeno-anticuerpo entre la PCR de la muestra y el anticuerpo anti-PCR, absorbido por
las particulas de latex. Esta aglutinacion se detecta como un cambio de absorbancia
(572nm), con una tasa de cambio proporcional a la cantidad de PCR en la muestra.

(Coulter, n.d.)
2.10.1.2. Principio de la prueba de particulas de latex

El reactivo PCR se utiliza para medir la concentracion de proteina C reactiva
mediante un método turbidimétrico. En la reaccion, la proteina C reactiva se combina con
un anticuerpo especifico para formar complejos antigeno-anticuerpo insolubles. Los
complejos inmunes formados en solucién dispersan la luz en proporcion a su tamafio,
forma y concentracién. Los turbidimetros miden la reduccion de la luz incidente debido a
la reflexion, absorcion o dispersion. En este procedimiento, la medida de la tasa de
disminucion de la intensidad de la luz transmitida (aumento de la absorbancia) a través de
particulas suspendidas en solucion es el resultado de los complejos formados durante la
reaccién antigeno-anticuerpo.

Esquema de la reaccién quimica

PCR + anticuerpo Anti PCR — Complejo Antigeno-Anticuerpo
2.10.1.3. Equipo

Analizador de Quimica AU5800 Beckman Coulter (Coulter, n.d.)
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2.10.1.4. Materiales utilizados y condiciones de almacenamiento de reactivos

Reactivo de Proteina C Reactiva: listo para uso, no requiere preparacion.
Contenido: Tampén Tris (pH 7,5) 80 mmol/L, Cloruro de sodio 125 mmol/L,
Polietilenglicol 6000 1,5 %, Anticuerpos anti-PCR de cabra ~ 0,6 g/L. También contiene
conservantes. Almacenamiento y estabilidad: Los reactivos sin abrir son estables hasta la
fecha de caducidad impresa en la etiqueta cuando se almacenan entre 2 y 8 °C. Las
botellas de reactivo abiertas son estables durante 90 dias cuando se almacenan en el

compartimento refrigerado del analizador.
2.10.1.5. Procedimiento de la técnica

El equipo de quimica sanguinea Beckman coulter utiliza un sistema
completamente automatizado que dosifica los volimenes de muestra y reactivo
adecuados por cubeta, en una relacion de una parte de muestra por 26 partes de reactivo.
El sistema monitorea el cambio de absorbancia a 340 nandmetros. Este cambio en la
absorbancia es proporcional a la concentracion de proteina C reactiva en la muestra y el
sistema lo utiliza para calcular y expresar la concentracion de proteina C reactiva en
funcidén de una curva de calibracion predeterminada ajustada de un solo punto (Beckman

Coulter, 2020).
2.10.1.6. Control de Calidad

Se utilizd6 un calibrador multiple de cinco puntos de proteina sérica cuya
calibracion es estable por 90 dias. El control de calidad durante el funcionamiento del
analizador Beckman Coulter AU, se deben analizar al menos dos niveles de un material

de control de inmunologia adecuado una vez al dia como minimo. La calibracion se
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realizd al utilizar un lote nuevo de reactivo y después de los pasos especificos de
mantenimiento o solucién de problemas descritos en la Guia del usuario correspondiente.
Las pruebas de control de calidad se realizaron acuerdo con los requisitos reglamentarios

y el procedimiento estandar de cada laboratorio.
2.10.1.7. Interpretacion de resultados

Los resultados fueron impresos automaticamente para cada muestra en mg/L a
37°C. El reactivo de proteina C reactiva es lineal de 5 a 300 mg/L usando). Las muestras
que excedieron el limite superior de linealidad se diluyeron y repitieron y el resultado fue
multiplicado por el factor de dilucion automaticamente utilizando AUTO REPEAT RUN.
Las muestras con concentraciones muy altas de PCR (> 750 mg/dL) pueden generar
resultados bajos falsos sin las alarmas apropiadas debido al exceso de antigeno en la
muestra. Nota: Las muestras de pacientes con un metabolismo de lipoproteinas anormal,
como los que se observan en la colecistitis o la enfermedad hepética obstructiva, pueden
dar resultados de PCR artificialmente elevados. Estas muestras se caracterizan por tener
valores de Colesterol extremadamente elevados (>387 mg/dL) y Bilirrubina elevados.
Dichas muestras deben diluirse 1 parte de muestra en 4 partes de agua desionizada antes
del analisis y el resultado multiplicado por 5. Valores esperados Adultos:6 <5 mg/L Los
valores esperados pueden variar segun la edad, el sexo, la dieta y la ubicacion geogréafica.
Cada laboratorio debe determinar sus propios valores esperados segun lo dictan las

buenas practicas de laboratorio.
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2.10.2. Fotometria cinética para la determinacion de Lactato deshidrogenasa

2.10.2.1. Descripcion general

Determinacion cuantitativa de la actividad de lactato deshidrogenasa en suero

humano en analizadores Beckman Coulter AU.
2.10.2.2. Principio de la prueba de Fotometria cinética

El procedimiento para determinar LDH utiliza una modificacion del método de
Wacker y col (Wacker et al., 1956)(Amador et al., 1963). La LDH cataliza la reduccion
del piruvato por el NADH. La velocidad de disminucion de la concentracion de NADH
en el medio determinado fotométricamente es proporcional a la concentracién catalitica
de LDH en la muestra. El lactato y el Nicotinamida Adenina Dinucléotido (NAD) se
convierten en piruvato y Nicotinamida Adenina Dinucléotido reducido (NADH)
catalizado por Lactato deshidrogenasa (LD). NADH absorbe fuertemente la luz a 340
nm, mientras que el NAD no. La velocidad del cambio de la absorbancia a 340 nm es
proporcional a la actividad de Lactato deshidrogenasa en la muestra (Poggiali et al.,

2020).

LD

Lactato + NAD* — Piruvato + NADH + H*
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2.10.2.3. Equipo
Analizador de Quimica AU5800 Beckman Coulter (Coulter, n.d.).
2.10.2.4. Materiales utilizados y condiciones de almacenamiento de reactivos

Reactivo de LDH listo para su uso. Concentracion final de ingredientes reactivos:
Tampén AMP, pH 8.9 (37°C) 230 mmol/l, Lactato 70 mmol/l, NAD+ 10 mmol/Il.
También contiene conservantes. Los reactivos sin abrir son estables hasta la fecha de
caducidad impresa en la etiqueta cuando se almacenan entre 2 y 8 °C. Los reactivos
abiertos son estables durante 30 dias cuando se almacenan en el compartimento
refrigerado del analizador. Los reactivos abiertos son estables durante 14 dias cuando se

almacenan en el compartimento refrigerado del analizador AU5800.
2.10.2.5. Procedimiento de la técnica

El protocolo se ejecuto siguiendo las instrucciones del fabricante realizado por el

analizador de forma automatizada.

2.10.2.6. Control de Calidad

La calibracién de este procedimiento de lactato deshidrogenasa en el AU5800 se
basa en la determinacion experimental de la absortividad molar a 340/660nm. Se
realizaron dos niveles de un material de control de calidad apropiado una vez al dia como
minimo. Las pruebas de control de calidad se realizaron de acuerdo con los requisitos

reglamentarios y el procedimiento estandar de cada laboratorio.
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2.10.2.7. Interpretacion de resultados

Los resultados se imprimieron para cada muestra en U/L a 37°C. Los valores
esperados en adultos son de 140-271 U/L. Los valores esperados pueden variar debido a
la edad, sexo, alimentacion y ubicacion geografica. Cada laboratorio debe determinar sus
propios valores de referencia como lo indican las buenas practicas de laboratorio. Una
cantidad minima de hemolisis causa un incremento significativo en la LD debido a los
altos niveles de esta enzima en los globulos rojos. El procedimiento de la LD es lineal
desde 25% 1200 U/L. Las muestras que excedieron el limite superior de la linealidad
fueron diluidas, repetidas y el resultado fue multiplicado por el factor de dilucion

utilizando la opcion de AUTO REPEAT RUN.

2.10.3. Quimioluminiscencia

2.10.3.1. Descripcion general

El ensayo Access IL-6 es una prueba de diagndstico in vitro para la medicién
cuantitativa de I1L-6 en suero y plasma humanos (heparina).
El ensayo Access IL-6 es un inmunoensayo quimioluminiscente de particulas

paramagnéticas y esta disefiado para su uso en analizadores de inmunoensayo Access.
2.10.3.2. Principio de la prueba IL-6

La Quimioluminiscencia (CLIA) se define como la emisién de radiacién
electromagnética (normalmente en la regién del visible o del infrarrojo cercano)

producida por una reaccion quimica. Como la intensidad de emision es funcion de la
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concentracion de las especies quimicas implicadas en la reaccion quimioluminscente, las
medidas de la intensidad de emisién pueden emplearse con fines analiticos.(Garcia-

Campana, 2001).
2.10.3.2.1. Equipo
Unicel DxI 800, Beckman Coulter
2.10.3.2.2. Materiales utilizados y condiciones de almacenamiento de reactivos

Reactivo de IL-6 listo para su uso. Particulas paramagnéticas recubiertas con un
anticuerpo monoclonal IL-6 anti-humano de ratén, albumina de suero bovino (BSA),
surfactante, < 0,1 % de azida sddica, 0,17 % de ProClin 300 (preservante para
diagnostico in vitro) y Tris(hidroximetil)aminometano (TRIS). Tampoén salino TRIS,
proteinas (porcina, caprina, bovina, de raton), surfactante, < 0,1% de azida sddica y
0,17% de ProClin 300. Conjugado de fosfatasa alcalina (bovina) anti-IL-6 humana de
cabra, BSA, surfactante, < 0,1 % de azida sodica y 0,17 % de ProClin 300.

Se requirieron calibradores, controles de calidad, diluyente y sustrato.
2.10.3.2.3.  Procedimiento de la técnica

Mezclar el contenido de los paquetes de reactivos nuevos (sin perforar)
invirtiendo suavemente el paquete varias veces antes de cargarlo en el instrumento. Se
utilizo ciento diez (110) ul de muestra del paciente para cada determinacion, ademas del
contenedor de muestras y los volimenes muertos del sistema. La unidad de medida

predeterminada del sistema para los resultados de las muestras es pg/mL.
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2.10.3.2.4. Control de Calidad

Los materiales de control de calidad simulan las caracteristicas de las muestras de
pacientes y son esenciales para monitorear el desempefio del sistema de los ensayos
inmunoquimicos. Se incluyen dos niveles de analito. Cada laboratorio debe establecer
valores medios y rangos aceptables para asegurar un desempefio adecuado. Los
resultados de control de calidad que no se encuentran dentro de los rangos aceptables

pueden indicar resultados de prueba no validos.
2.10.3.2.5. Interpretacion de resultados

El software del sistema determind automaticamente los resultados de las pruebas
del paciente utilizando un modelo matematico de curva logistica ponderada de cuatro
parametros. La cantidad de analito en la muestra se determind a partir de la produccion de
luz medida por medio de los datos de calibracion almacenados. (Miguel-Bayarri et al.,

2012).
2.10.3.3. Principio de la prueba PCT

El ensayo de PCT es un inmunoensayo de dos pasos para la determinacion
cuantitativa de PCT en suero y plasma humanos, utilizando CLIA (Clinical Chemistry -

Abbott Laboratories, 2017).
2.10.3.3.1.  Equipo

ARCHITECT-ABBOT



46

2.10.3.3.2. Materiales utilizados y condiciones de almacenamiento de reactivos

Se utilizaron microparticulas recubiertas con Anti -PCT de raton, en TRIS con
albimina bovina, estabilizadores, inmunoglobulina G (IgG) de rata, y triton X-405. El
conjugado utilizado fue un Anti PCT de raton marcado con acridinio conjugado en
tampon fosfato con estabilizador de proteina (bovina) y Triton X-405. Concentracion
minima: 270 ng/mL. Conservantes: ProClin 950 y azida sodica. Solucién preactivadora
ARCHITECT que contiene Perdxido de hidrogeno al 1,32 % (p/v). Solucion activadora
ARCHITECT que contiene 0,35 N hidroxido de sodio. Tampon de lavado ARCHITECT

que contiene tampdn de fosfato solucién salina.
2.10.3.3.3.  Procedimiento de la técnica

Se combinan microparticulas paramagnéticas recubiertas de muestra y anti-PCT.
El PCT presente en la muestra se une a las microparticulas recubiertas de anti-PCT.
Después del lavado, se agrega conjugado anti-PCT marcado con acridinio para crear una
mezcla de reaccion. Después de otro ciclo de lavado, se agregan a la mezcla de reaccién
las soluciones de activacion previa y activacion. La reaccién quimioluminiscente
resultante se mide como unidades relativas de luz (RLU). Existe una relacion directa
entre la cantidad de PCT en la muestra y las RLU detectadas por la éptica ARCHITECT

iISystem.
2.10.3.3.4. Control de Calidad

Se realizo curva de calibracion con los calibradores A-F por duplicado. Se analizd
una sola muestra de cada nivel de control para evaluar la calibracion del ensayo. Se

aseguro que los valores de control del ensayo estén dentro de los rangos especificados en
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el prospecto del paquete de control respectivo. Cada laboratorio debe establecer rangos de

control para monitorear el desempefio aceptable del ensayo.
2.10.3.3.5.  Interpretacion de resultados

El ensayo Architech BRAHMS PCT utiliza un método de calculo de datos de
ajuste a una curva logistica de cuatro parametros (4PLC, ponderado) para generar la

curva de calibracion.

Tabla 5 Cuadro para la interpretacién del resultado obtenido para PCT

Concentracion de

PCT (ng/ml o ug/l) Interpretacion

<0.1 Indica la ausencia de una infeccion bacteriana.
0.1a<0.25 Es poco probable que haya una infeccion bacteriana.
0.25a<0.5 Es posible que haya una infeccién bacteriana

>0.5 Se sugiere la presencia de una infeccion bacteriana

2.10.3.4. Principio de la prueba Ferritina

El ensayo de Ferritina es un inmunoensayo de quimioluminiscencia de particulas
paramagnéticas para la determinacion cuantitativa de los niveles de ferritina en suero y

plasma (heparina) humanos (Systems, 2020).
2.10.3.4.1. Equipo
Unicel DxI 800, Beckman Coulter
2.10.3.4.2.  Materiales utilizados y condiciones de almacenamiento de reactivos

Reactivo de Ferritina listo para su uso almacenado a una temperatura de 2 a 10

°C. El reactivo esta compuesto por particulas paramagnéticas recubiertas con anticuerpo
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monoclonal antiferritina de raton suspendidas en solucién salina tampon TRIS, con
surfactante, seroalbumina bovina (BSA), azida sodica al < 0,1 % y ProClin* 300 al 0,1 %
y Conjugado de antiferritina de cabra-fosfatasa alcalina (bovina) en solucion salina
tampon TRIS, con surfactante, BSA, proteina (cabra, murina), azida sodica al < 0,1 % y
ProClin 300 al 0,1 %. También se utilizan diluyentes, sustrato y solucién tamponada de

lavado.
2.10.3.4.3. Procedimiento de la técnica

Se utilizaron diez (10) pL de muestra para cada determinacion, ademas del
volumen de muerto del recipiente para la muestra; y sesenta y seis (66) pL de muestra
ademas de los volumenes de tara del sistema y del envase para cada determinacion con el
dispositivo de dilucion incorporada del sistema DxIl. La unidad de medida
predeterminada de los resultados de las muestras es ng/mL. Para las muestras que
contienen < 1500 ng/mL (ug/L) de ferritina se realiza una dilucién con cuatro volimenes
del Access Ferritin Calibrator SO (cero), Access Sample Diluent A, o Access Wash

Buffer 11. El factor de predilucion es 5.
2.10.3.4.4.  Control de Calidad

Se realiza una curva de calibracion de 5 puntos cuya estabilidad en el analizador
es de 28 dias. Los materiales de control de calidad simulan las caracteristicas de las
muestras de los pacientes y son esenciales para controlar el rendimiento del sistema de
ensayos inmunoquimicos; deben incluirse materiales de control de calidad en cada

periodo de 24 horas que abarcaron dos niveles de concentracion de compuesto. Cada
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laboratorio establece los valores medios y los rangos aceptables para garantizar resultados

correctos.
2.10.3.4.5.  Interpretacion de resultados

Los resultados de las pruebas de los pacientes fueron determinados
automaticamente por el software del sistema utilizando un modelo matematico de curva
logistica compensada de cuatro parametros (4PLC). La cantidad de analito en la muestra
se determind a partir de la produccion de luz medida mediante los datos de calibracion

almacenados. Los Valores de referencia son 23.9 ng/ml a 336.2 ng/ml (Yu et al., 2021).

2.10.4. Andlisis de Biometria Hematica

2.10.4.1. Descripcion general

El MYTHIC 18 es un analizador de hematologia automatizado para uso

diagnostico in vitro en laboratorios clinicos por personal autorizado.
2.10.4.2. Principio de la prueba

El conteo de los elementos celulares en una muestra de sangre se realiza con la
técnica de impedanciometria. Esta técnica se basa en la modificacion de la impedancia de
una apertura calibrada empapada en un electrolito y recorriendo un curso constante
entregado por dos electrodos ubicados a ambos lados de la apertura. Un vacio aplicado en
un lado de la abertura permite el paso de las células. Oponen su volumen fisico al paso
del curso. Se registra un impulso de tension en el terminal de los electrodos. La altura de

este impulso es proporcional al volumen de la celda.
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El analisis de eritrocitos se realiza mediante impedanciometria en la camara de
recuento de glébulos rojos y mediante el andlisis de la hemoglobina dentro de la cdmara
de glébulos blancos como se describié anteriormente. Se obtienen siete parametros: entre
los cuales se encuentran recuento de glébulos rojos (RBC), hemoglobina (HGB) vy
hematocrito (HCT).

El hematocrito (HCT) se mide por el volumen de integracion de todos los

gldbulos rojos que fluyen en la abertura de la cAmara de recuento de globulos rojos.
2.10.4.3. Equipo

Mythic-18
2.10.4.4. Materiales utilizados y condiciones de almacenamiento de reactivos.

Se utilizan diluyente de muestras, lisante de globulos rojos, reactivo para
medicion de hemoglobina, glébulos rojos nucleados, diferenciacion de glébulos blancos;
tinte para reticulocitos y para las células sanguineas. Se almacenan a temperatura

ambiente (25°C).
2.10.4.5. Procedimiento de la técnica

Se mezclaron manualmente las muestras y se colocoé el tubo donde la sonda aspird
automaticamente 9.8 pl de muestra. Una vez que el analizador termind el proceso de

analisis, el resultado se mostro en la pantalla de resultados. (Reserved, n.d.)
2.10.4.6. Control de Calidad

Los controles estan preparados con tres niveles, a saber, bajo, normal y alto. El

uso diario de todos los niveles verifica el funcionamiento del analizador y garantiza la
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obtencion de resultados fiables. Los calibradores también son productos de sangre
completa preparados industrialmente, fabricados especificamente para la calibracion de
WBC, RBC, HGB, MCV, PLT y otros pardmetros del analizador de hematologia, a fin de
construir la trazabilidad metroldgica de los resultados del analisis. Se almacenan de 2 - 8

°C.
2.10.4.7. Interpretacion de resultados

Se compararon los valores obtenidos con los rangos de referencia establecidos por

la metodologia.

2.11. Anaélisis estadistico

Se realizd un analisis descriptivo calculando las frecuencias y porcentajes para
variables categdricas. Para las variables continuas se calculd la media, la desviacion
estandar y comparacion con los rangos de referencia. Para evaluar la asociacién de
factores de riesgo se calculd el odds ratio (OR) con un intervalo de confianza de 95%. Se
realiz6 andlisis bivariado a través de chi cuadrado, evaluando el grado de asociacion o
independencia entre las determinaciones cuantitativas de los biomarcadores evaluados y

los factores de riesgo recopilados, tomando como significativo un p < 0,05.



RESULTADOS

3.3. Caracteristicas demograficas y clinicas de los pacientes COVID-19

Para este estudio, se analizaron muestras de suero de un total de 272 participantes.
De estos, 108 personas fueron reclutadas de la sala de aislamiento COVID-19 de los
Hospitales Dr. Arnulfo Arias Madrid con 99 (91.67%) y Dr. Manuel Amador Guerrero
con 9 (8.33%) participantes respectivamente, los cuales presentaban sintomatologia
moderada, definida como pacientes con signos clinicos de neumonia (fiebre, tos, disnea,
taquipnea) pero sin signos de neumonia grave, en particular saturacion de oxigeno
(SpO2) > 90% con aire ambiente segin la OMS (Manual de manejo clinico de la
COVID-19, 2021). Ademés, como controles sanos, se incluyd en el andlisis, los
resultados hematoldgicos de 164 participantes reclutados en centros de donacion de
sangre y que resultaron negativos a pruebas seroldgicas de anticuerpos frente a SARS-
CoV-2 mediante inmunoensayo cromatografico de flujo lateral y ensayo por
inmunoabsorcion ligado a enzimas (ELISA).

La estadistica descriptiva de la poblacién de estudio se indica en la Tabla 6, en
donde podemos destacar que la distribucion de la muestra por sexo fue de 182 (66.91%)
hombres y 90 (33.09%) mujeres, no encontrando diferencias significativas por sexo entre
los grupos de estudio (P= 0.0654), donde, en el grupo de pacientes COVID-19 el 60.18%
fueron hombres. La edad promedio de la poblacion de estudio fue de 44.75 £ 11.37 afos,
siendo el grupo de participantes del grupo COVID-19 significativamente con mayor edad

y presentando una mayor frecuencia de al menos una enfermedad cronica, con respecto al
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grupo de participantes sanos (Figura 5, P=> 0.0001). Dentro de pacientes COVID-19, las
enfermedades crénicas mayormente reportadas incluyen: hipertension 56 (51.85%),

Diabetes 33 (30.55%) e Insuficiencia renal 15 (13.88%).

Tabla 6. Caracteristicas socio-demograficas y clinicas de la poblacién de estudio

Total de la Grupo 1 (Pacientes Grupo 2

Variables muestra COVID-19) (Controles P
sanos)
Ge(r:)zr)o n N= 272 n= 108 n= 164
Hombres 182 65 117
(66.91%) (60.18%) (71.34%) 0.0654
Mujeres 90 43 47
(33.09%) (39.81%) (28.66%)
(Efgg)'\" 44.75 + 11.37 56.92 + 15.27 36.82 +11.33 <0.0001
Enfermedad
cronica 171 (62.87%) 26 (24.07%) 145 (88.41%)
No tiene
< 0.0001
>1
enfermedad 101 (37.13%) 82 (75.92%) 19 (11.59%)
cronica

Observaciones: Los datos son la mediana (M), n (%), donde N es el nimero total de
participantes con datos disponibles. Los valores de P comparan los casos COVID-19 y

los participantes sanos a través de la prueba exacta de Fisher o la prueba t de Student,
donde tomamos como significativo los valores < 0.05.
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Figura 4 Representacion grafica de las principales diferencias de los grupos de
estudio.

Los colores de las barras representan a los grupos de estudio, en A) se representa
la media de la edad, siendo significativamente de mayor edad los participantes del
grupo de pacientes COVID-19. En B) se representa el numero de participantes por
grupo que reportaron no tener o padecer de al menos una enfermedad cronica,
encontrdndose mayor proporcion de personas con comorbilidades en el grupo de
pacientes COVID-19.

La Figura 5 resume las manifestaciones clinicas relacionadas a COVID-19
reportadas por los participantes del grupo 1. Estos casos moderados con mayor frecuencia
padecieron: disnea 93 (86.11%), fiebre 92 (85.18%), tos 91 (84.26%) y fatiga 64

(59.26%).
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93(86.11%) Disnea

82 (85.18%) Fiebre

91 (84.26%) Tos

64 (59.26%) Fatiga

57 (52.78%) Diarrea

55 (50.93%) Dolor de cabeza
52 (48.15%) Escalofrios

49 (45.37%) Dolor muscular
49 (45.37%) Dolor de garganta

15 (23.89%) Dolor de pecho

13 (12.04%) Rinorrea

12 (11.11%) Nausea/ vomito

4 (3.70%)  Respiracion sibilante
4 (3.70%)  Dolor abdominal

OOCHENNENCEONN

Total=108

Figura 5 Representacion grafica de las manifestaciones clinicas reportadas por
los pacientes COVID-109.

En la barra se representan por colores los signos y sintomas reportados por un total
de 108 pacientes hospitalizados en sala de aislamiento COVID-19, donde los
resultados se muestra n (%). Los sintomas anosmia y ageusia no fueron
considerados en la encuesta realizada.

3.4. Hallazgos de laboratorio de la biometria hematica de los pacientes COVID-19

La tabla 7 resume todos los resultados del analisis hematolégico realizado a la
poblacién de muestra. Comparando entre los grupos 1 y 2, encontramos diferencias
significativas entre los resultados del recuento de gloébulos rojos (RBC), hemoglobina
(HGB), hematocrito (HCT), linfocitos (LYM), monocitos (MON), porcentaje de
linfocitos (%LYM), porcentaje de monocitos (%MON) y el porcentaje de granulocitos

(%GRA) (Figura 3.3). Ademas, tomando en consideracién el rango de valores normales,



56

los participantes del grupo de pacientes COVID-19 mostraron valores significativamente
alterados con respecto al grupo control en las siguientes: leucopenia 7 (14.89%, P=
0.0005), eritrocitopenia 9/47 (19.15%, P= < 0.0001), recuento de HGB bajo 24/47
(51.06%, P= < 0.0001), recuento de HCT bajo 9/47(19.15%, P= < 0.0001),
trombocitopenia 8/47 (17.02%, P= < 0.0001), linfopenia 5/47 (10.64%, P= 0.0023),
monocitosis 15/47 (31.91%, P= < 0.0001), granulocitopenia 7/47 (14.89%, P= 0.0005), %
LYM bajo 9/47 (19.15%, P= < 0.0001), % MON alto 40/47 (85.11%, P= 0.0009),
volumen corpuscular medio (MCV) bajo 2/47 (4.25%, P= 0.0488) y la amplitud de

distribucion  eritrocitaria  (RDW) alto  24/47 (51.06%, P= 0.0044).



Tabla 7 Resultados de la biometria hematica obtenidos de la poblacion de estudio

Total de la

Paradmetro Grupo 1 Grupo 2 P
muestra
M (DS) N=211 (Pacientes COVID- (Controles sanos) (1C95%) Rango de valores
19) normales
Min. n= 47 n= 164
Max.
WBC (1073/pl) 6.76 (x 1.79) 7.22 (+ 2.65) 6.63 (+ 1.43) 0.1519
Min. 2.8 Min. 2.8 Min. 4.3 (-0.2221.39)
Max. 14.7 Max. 13.2 Max. 14.7 45-10.5
Leucopenia < 4.5, n/N (%) 9/211 (4.26%) 7147 (14.89%) 2/164 (1.22%) 0.0005
RBC (10"6/pul) 4.89 (£ 0.67) 4.27 (£ 0.87) 5.07 (+ 0.46) <0.0001
Min. 2.81 Min. 2.81 Min. 3.66 (-1.07 a-0.54)
Max. 8.18 Max. 8.18 Max. 6.17 3.8-59
Eritrocitopenia < 3.8, n/N (%) 10/211 (4.74%) 9/47 (19.15%) 1/164 (0.61%) <0.0001
HGB (g/dl) 12.97 (£ 1.87) 11.32 (x2.56) 13.45 (£1.28) <0.0001
Min. 7.0 Min. 7.0 Min. 10.2 (-2.91a-1.36)
Max. 21.8 Max. 21.8 Max. 15.9 12.0-18.0
HGB < 12, n/N (%) 38/ 211 (18.01%) 24/47 (51.06%) 14/164 (8.54%) <0.0001



HGB > 18, n/N (%)
HCT (%)

HCT < 35, n/N (%)
HCT > 53, n/N (%)

PLT (1073/ul)

Trombocitopenia < 150, n/N
(%)

LYM (1073/ul)

Linfopenia
Linfocitosis n/N (%)

Monocitos (MON) (1073/ul)

Monocitosis n/N (%)

1/211 (0.47%)

45.84 (£ 6.00)
Min. 27.0
Max. 74.2

9/211 (4.26%)

1/211 (0.47%)

298.69 (+£98.03)
Min. 35.0
Max. 755.0

9/211 (4.26%)

2.21 (£0.63)
Min. 0.70
Max. 5.0

6/211 (2.84%)
1/211 (0.47%)

0.97 (£0.41)
Min. 0.30
Max. 3.80

28/211 (13.27)

58

1/47 (2.13%)

39.77 (£7.58)
Min. 27.0
Max. 74.2

9/47(19.15%)

1/47 (2.13%)

295.77 (£163.90)
Min. 35.0
Max. 755.0

8/47 (17.02%)

1.96 (+0.87)
Min. 0.70
Max. 3.70

5/47 (10.64%)
0/47 (0%)

1.16 (+ 0.63)
Min. 0.30
Max. 3.80

15/47 (31.91%)

0/164 (0%)

47.58 (£4.06)
Min. 36.1
Max. 55.3

0/164 (0%)
0/164 (0%)

299.52 (+69.26)
Min. 102.0
Max. 530.0

1/164 (0.61%)

2.29 (£0.52)
Min. 1.40
Max. 5.0

1/164 (0.61%)
1/164 (0.61%)

0.91 (+0.29)
Min. 0.30
Max. 2.10

13/164 (7.93%)

0.2227

< 0.0001
(-10.12 a -5.51)
35.0 - 53.0
< 0.0001
0.2227

0.8787
(-52.97 a 45.45)

150.0 - 400.0

< 0.0001

0.0163
(-0.59 a -0.06)

1.0-4.8
0.0023

0.0114
(0.06 a 0.44)
01-1.2

< 0.0001



Granulocitos (GRA) (1073/ul)

Granulocitopenia n/N (%)

LYM (%)

% LYM < 17, n/N (%)

MON (%)

% MON > 10, n/N (%)

Granulocitos (GRA) (%)

% GRA <43, n/N (%)

Volumen corpuscular medio
(MCV)
(LM73)

3.62 (x1.41)
Min. 0.90
Max. 10.60

9/211 (4.26%)
33.55 (£8.19)
Min. 7.60
Max. 58.60
9/ 211 (4.26%)
14.35 (24.75)
Min. 6.30
Max. 25.60
136/211 (64.45%)
51.99 (£9.06)
Min. 27.00
Max. 83.60

28/211 (13.27%)

93.86 (+5.00)

Min. 65.80
Max. 103.30
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4.10 (x2.13)
Min. 0.90
Max. 10.50

7/47 (14.89%)
28.63 (£11.42)
Min. 7.60
Max. 57.50
9/47 (19.15%)
16.13 (£7.20)
Min. 8.30
Max. 46.60
40/47 (85.11%)
54.75 (£13.54)
Min. 31.10
Max. 83.60

10/47 (21.28%)

93.67 (27.50)

Min. 65.80
Max. 103.30

3.49 (£1.09)
Min. 1.90
Max. 10.60

2/164 (1.22%))
34.96 (+£6.38)
Min. 19.80
Max. 58.60
0 (0%)
13.85 (+3.65)
Min. 6.30
Max. 25.60
96/164 (58.54%)
51.19 (£7.16)
Min. 27.00
Max. 72.40

18/164 (10.98%)

93.92 (+4.04)

Min. 82.50
Max. 103.80

0.0887
(-0.56 a 7.67)
0.0005
0.0006
(-9.82 a -2.85)
<0.0001
0.0402
(0.11 a 4.47)
0.0009
0.0173

(0.63 a 6.48)

0.0864

0.8311
(-2.52 a 2.04)

2.0-8.0

17.0-48.0

3.0-10.0

43.0-76.0

80.0-99.0



MCV < 80, n/N (%)

Hemoglobina corpuscular media
(MCH)

(pg)

MCH bajo n/N (%)

Concentracion media de
hemoglobina
corpuscular (MCHC) (g/dl)

Amplitud de distribucion
eritrocitaria (RDW) (%)

RDW alto n/N (%)

Volumen plaquetario medio
(MPV)
(LM73)

Hematocrito plaquetario (HCT-
PLT)
(%)

2/211 (0.95%)

26.55 (+2.01)

Min. 17.90
Max. 38.30

56/211 (26.54%)

28.27 (+1.31)

Min. 24.60
Max. 38.20

14.15 (£0.97)
Min. 11.70
Max. 18.60

69/211 (32.70%)

9.09 (+0.88)

Min. 6.70
Max. 11.60

0.27 (+0.08)
Min. 0.05
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2/47 (4.25%)

26.59 (+3.40)

Min. 17.90
Max. 38.30

16/47 (34.04%)

28.35 (+2.44)

Min. 24.60
Max. 38.20

14.47 (£1.41)
Min. 11.70
Max. 18.60

24/47 (51.06%)

9.04 (+1.06)

Min. 6.70
Max. 11.10

0.26 (+0.12)
Min. 0.05

0/164 (0%)

26.54 (+1.40)

Min. 22.80
Max. 29.90

40/164 (24.39)

28.25 (+0.73)

Min. 26.20
Max. 30.80

14.06 (£0.78)
Min. 12.10
Max. 17.30

45/164 (27.44%)

9.11 (+0.83)

Min. 7.30
Max. 11.60

0.27 (+0.06)
Min. 0.08

0.0488

0.9176
(-0.97 a 1.07)

0.1942

0.7981
(-0.63 2 0.81)

0.0596
(-0.02 2 0.84)

0.0044
0.6901

(-0.40 2 0.27)

0.7173
(-0.04 a 0.03)

26.0 - 33.0

31.0-37.0

114-144

6.5-11.0

0.10-0.45



61

Max. 0.60 Max. 0.60 Max. 0.53
Ancho de distribucion
olaquetario (PDW) 15.10 (£1.57) 14.72 (£1.98) 15.22 (£1.45) 0.1183 0650
(%) Min. 10.80 Min. 10.80 Min. 10.80 (-1.12a0.13) o
Max. 22.40 Max. 22.40 Max. 19.5

Observaciones: Los datos reflejan la media (M) * la desviacion estandar (DS), n/N (%), donde N es el numero total de participantes con datos
disponibles. Los valores de P comparan los casos COVID-19 y los participantes sanos a través de la prueba t de Student no emparejada con
correlacion de Welch o la Prueba exacta de Fisher, donde tomamos como significativo los valores < 0.05.
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Figura 6 Representacion
grafica de la biometria
hemética entre los grupos
de estudio.

Se analizaron los
parametros: a) WBC, b)
RBC, c) HGB, d) HCT, e)
PLT, f) LYM, g) MON, h)
GRA, i) %LYM, )
%MON, k) %GRA, )
MCV, m) MCH, n) MCHC,
0) RDW, p) MPV, q) HCT-
PCT y r) RDW. En cada
gréfica se representan las
medias y la desviacion
estdndar de cada grupo de
participantes identificados
por colores. Los grupos
fueron comparados
mediante analisis t de
Student no emparejada con
correlacion de Welch. Las
diferencias estadisticamente
significativas, se muestran
como: * P<0.05, ** P<0.01,
*kk P<0001 y *kkk
P<0.0001). ns= no
significativo.
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3.5. Hallazgos de laboratorio de los niveles de proteinas séricas en la cohorte COVID-19 vs

controles

La tabla 8 resume los resultados obtenidos al comparar los niveles de los parametros
inmunoserologicos evaluados entre los grupos de estudio. Diferencias estadisticamente
significativas se encontraron con todos los biomarcadores evaluados: ferritina, proteina C
reactiva (PCR), lactato amino deshidrogenasa (LDH) (P= < 0.0001), interleucina 6 (IL-6) y
procalcitonina (PCT) (P= 0.0093 y 0.0422, respectivamente) (Figura 3.4). La proporcién de
elevacidn de los niveles de ferritina sobre 400 ng/ml fue significativamente mayor en el grupo de
participantes COVID-19 positivos 66.87% vs el grupo control 2.78% (P= < 0.0001), niveles
altos de IL-6 con 82.60% vs 5.40% (P= < 0.0001), niveles altos de PCR con 70.65% vs 12.74%
(P= < 0.0001), niveles altos de LDH con 10.23% vs 0.63% (P= 0.0005) y niveles altos de PCT
con 17.35% vs 0% (P= < 0.0001). Asimismo, la proporcion de disminucion de los niveles de
LDH fue mayor en el grupo de control sano con en 86.71% de las muestras analizadas con

respecto al 35.23% del grupo de pacientes COVID-19 (P= < 0.0001).
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Tabla 8 Resultados de la biometria hemética obtenidos de la poblacion de estudio

Total de la

Parametro muestra Grupo 1 Grupo 2 P
M (DS) (Pacientes COVID- (Controles sanos) (1C95%) Rango de valores
19) normales
Min.
Max.
Ferritina 499.08 (+498.17)  720.80 (£ 497.97)  157.53 (+ 321.47) <0.0001
Min. 7.40 Min. 37.30 Min. 7.40 (381.44 a 745.08)
Max. 1,962.6 Max. 1,500.0 Max. 1962.6 20.0.400.0
Z;)r)“““a alto >400 n/N 47/105 (44.76%)  46/69 (66.67%) 1/36 (2.78%) <0.0001
IL-6 (pg/ml) 04.95 (£272.38)  144.85 (+ 327.59) 1.90 (+2.58) 0.0093
Min. 0.30 Min.1.20 Min. 0.30 (35.92 a 249.99)
Max.1,620.0 Max. 1,620.0 Max. 11.7 <7.0
IL-6 alto n/N (%) 50/106 (55.66%)  57/69 (82.60%) 2/37 (5.40%) <0.0001
PCR (mg/L) 18.84 (+ 44.06) 45.56 (£63.72) 3.14 (+7.01) <0.0001
Min. 0.00 Min. 0.05 Min. 0.00 (32.28 a 52.49)
Max. 326.00 Max. 326.00 Max.75.30 0
0,
PCR alto >5.0 n/N (%) 8520 34.1406) 0292 (1065%) 5157 (12 7406) <0.0001

(51.06%)



LDH (U/L)

LDH >140,0, n/N (%)

LDH < 271, n/N (%)

PCT (ng/mL)

PCT >0.5, n/N (%)

140.08 (£ 85.67)
Min. 22.0
Max. 975.00
168/246 (68.29%)
10/246 (4.06%)
0.87 (£8.32)
Min. 0.00
Max. 100.0

17/185 (9.19%)
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188.45 (+£85.79)
Min. 62.00
Max.549.00

31/88 (35.23%)

9/88 (10.23%)
2.08 (+x13.13)
Min. 0.01
Max. 100.0

17/98 (17.35%)

113.14 (£73.03)
Min. 22.00
Max. 975.00
137/158 (86.71%)
1/58 (0.63%)
0.06 (£0.09)
Min. 0.00
Max.0.5

0/87 (0%)

<0.0001
(54.93 a 95.70)

140-271
<0.0001

0.0005
0.0422
(0.10 a 5.39)
0.02-0.05

<0.0001

Observaciones: Los datos reflejan la media (M) * la desviacién estandar (DS), n/N (%), donde N es el nimero total de participantes
con datos disponibles. Los valores de P comparan los casos COVID-19 y los participantes sanos a través de la prueba t de Student
no emparejada con correlacion de Welch o la Prueba exacta de Fisher, donde tomamos como significativo los valores < 0.05.
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3.6. Determinacion del valor pronostico de los biomarcadores séricos en pacientes con COVID-

19

Nos propusimos a evaluar la capacidad de los pardmetros séricos para predecir la
enfermedad COVID-19. Para ello, realizamos un analisis de curva de caracteristica operativa del
receptor (ROC) (Figura 8), que nos permitié determinar el valor 6ptimo o de corte, area bajo la
curva (AUC), sensibilidad, especificidad, ratio de probabilidad (Likelihood ratio) de cada
biomarcador sérico, que se resumen en la Tabla 9. En base a la sensibilidad y especificidad
calculada, mas la seroprevalencia para COVID-19 reportada para el periodo del estudio (18%),
se calcul6 el valor predictivo positivo y negativo para cada parametro. Asi mismo, en base al
valor de corte calculado, se realizaron andlisis de curvas de Kaplan-Meier para determinar si los

participantes con niveles mayores del punto de corte tienen mayor probabilidad de enfermarse.
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Figura 8 Representacion grafica de analisis de curva ROC de los biomarcadores séricos estudiados.
Se analizaron los parametros: a) IL-6, b) PCR, c) LDH, d) PCT, e) Ferritina f) WBC, g) RBC, h) HCT, i) HGB j) PLT,

k) LYM, [) MON, m) GRA, n) %LYM, 0) %MON, p) % GRA, g) MCV, r) MCH, s) MCHC, t) RDW, u) MPV, v) HCT-
PLT, w) %PDW.
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Tabla 9 Valor pronostico de los biomarcadores séricos en pacientes COVID-19

Valor AUC Sensibilidad Especificidad Likelihood PPV NPV
Parametro de (1C95%) % (1C95%) % (1C95%) ratio P
(%) (%)
corte
0.57 63.83 43.29
6.35
WBC (0.45 - (49.54- (35.95 - 1.13 19.81 84.50 0.1540
1073/l
0.68) 76.03) 50.94)
0.86 65.96 92.07
RBC 4.47 (0.78 - (51.67 - (86.91 - 8.32 64.61 92.49 <0.0001
0.93) 77.83) 95.31)
0.81 72.34 69.51
HGB 12.75 (0.73 - (58.24 - (62.09 - 2.37 34.25 91.97 <0.0001
0.89) 83.06) 76.04)
0.88 61.70 93.29
HCT 41.35 (0.82 - (47.43 - (88.39 - 9.20 66.87 91.73 <0.0001
0.94) 74.21) 96.21)

PLT 229.5 0.57 42.55 85.98 3.03 39.98 87.21 0.1434



LYM

MON

GRA

% LYM

% MON

2.15

0.85

5.25

27.65

12.55

(0.45 -
0.69)
0.63

(0.51 -
0.74)
0.63

(0.52 -
0.73)
0.57

(0.45 -
0.68)
0.71

(0.61 -
0.81)
0.57

(0.47 -

(29.51 -
56.72)
61.70

(47.43 -
74.21)
70.21

(56.02 -
81.35)
27.66

(16.94 -
41.76)
51.06

(37.24 -
64.72)
65.96

(51.67 -

73

(79.83 -
90.47)
56.71

(49.06 -
64.05)
47.56

(40.06 -
55.17)
96.34

(92.25 -
98.31)
88.41

(82.61 -
92.46)
42.07

(34.78 -

1.42

1.34

7.56

441

1.14

23.83

22.71

62.39

49.16

20.00

87.09

87.91

85.85

89.17

84.92

0.0067

0.0082

0.1616

<0.0001

0.1319



% GRA

MCV

MCH

MCHC

RDW

46.70

91.15

26.65

28.65

13.75

0.67)
0.58
(0.47 -
0.69)
0.55
(0.44 -
0.65)
0.52
(0.40 -
0.63)
0.58
(0.46 -
0.70)
0.59
(0.48 -

0.70)

77.83)
76.60
(62.78 -
86.40)
76.60
(62.78 -
86.40)
53.19
(39.23 -
66.67)
68.09
(53.83 -
79.60)
70.21
(56.02 -

81.35)
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49.73)
29.88
(23.40 -
37.28)
23.17
(17.37 -
30.20)
50.00
(42.44 -
57.56)
32.93
(26.20 -
40.44)
32.32
(25.63 -

39.81)

1.09

1.00

1.06

1.01

1.04

19.34

17.96

18.93

18.22

18.55

85.33

81.85

82.95

82.46

83.17

0.1048

0.3374

0.7216

0.0997

0.0632



MPV

HCT-PLT

% PDW

Ferritina

IL-6

PCR

9.45

0.21

15.45

152.6

ng/ml

2.15

pg/ml

2.55

0.52
(0.42 -
0.62)
0.56
(0.44 -
0.68)
0.63
(0.54 -
0.72)
0.88
(0.81-
0.95)
0.97
(0.94-
1.00

0.85

71.74
(57.45 -
82.68)
39.13
(26.39 -
53.54)
73.91
(59.74 -
84.40)
86.96
(77.03-
92.98)
98.55
(92.24-
99.93)

82.61
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31.10
(24.51 - 1.041
38.55)
84.76
(78.46 - 2.567
89.46)
43.90
(36.53 - 1.32
51.55)
75.00
3.48
(58.93-86.25)
83.78
(68.86- 6.08
92.35)

70.06 2.76

18.60

36.05

22.43

43.30

57.15

37.72

83.37

86.38

88.46

96.32

99.62

94.83

0.6825

0.2192

0.0062

<0.0001

<0.0001

<0.0001



mg/L (0.80-
0.90)
0.83
118.5
LDH (0.77-
U/L
0.89)
0.67
0.05
PCT (0.59-
ng/mL
0.75)

(73.60-
89.00)
81.82

(72.49-
88.49)
56.12

(46.25-

65.53)

76

(62.49-76.68)

70.89
(63.37- 2.81
77.41)
93.10
(85.76- 8.14

96.80)

38.16 94.67 <0.0001

64.43 90.63 <0.0001

Observaciones: AUC= area bajo la curva, Likelihood ratio= ratio de probabilidad, PPV= valor predictivo positivo, NPV= valor
predictivo negativo, WBC= recuento de glébulos blanco, IL-6= interleucina 6, PCR= proteina C reactiva, LDH= Lactato amino
deshidrogenasa, PCT= procalcitonina. Tomamos como significativo los valores < 0.05.




3.7. Correlacion entre los biomarcadores séricos y variables socio-demogréficas y clinicas

Se realiz6 un analisis multivariado de matriz de correlacion, mediante una correlacion no
paramétrica de Spearman para determinar si los biomarcadores seéricos son factores
independientes 0 no para predecir la enfermedad. En la tabla 10 se resumen el coeficiente de
correlacion (R) e intervalo de confianza calculados para cada pareja de variables. El coeficiente
de correlacion cuantifica la direccion y magnitud de la correlacion, su valor varia de -1 (relacion
inversa perfecta); a 1 (relacion positiva perfecta) y un valor de cero, que significa que no hay

correlacion en absoluto (Figura 9).

Tabla 10 Coeficiente de correlacion entre las variables de estudio en pacientes COVID-19
positivos

Variables Coeficie_nte de Intgrvalo de P
correlacion (R) confianza 95%
Edad 0.598 0.513a0.671 <0.0001
Sexo 0.116 -0.006 a 0.235 0.056
Enfermedad Cronica 0.651 0.575a0.717 <0.0001
RBC -0.513 -0.608 a -0.403 <0.0001
HGB -0.447 -0.551 a-0.328 <0.0001
HCT -0.546 -0.637 a-0.440 <0.0001
LYM -0.187 -0.318 a -0.0498 0.006
MON 0.184 0.046 a 0.315 0.007
% LYM -0.300 -0.422 a-0.168 <0.0001
% PDW -0.192 -0.323 a-0.054 0.005
Ferritina 0.626 0.487a0.734 <0.0001
IL-6 0.772 0.679 a0.841 <0.0001
PCR 0.593 0.503 a 0.670 <0.0001
LDH 0.554 0.458 a 0.637 <0.0001
PCT 0.299 0.158 a 0.429 0.0001

Observaciones: R= Coeficiente de correlacion, IL-6= interleucina 6, PCR= proteina C
reactiva, LDH= Lactato amino deshidrogenasa, PCT= procalcitonina. P= < 0.05, significativo.



78

Enf crénicas

COVID-19
Edad
Sexo
RBC
|HGB
MON
%LYM
%PDW
Ferritina
IL6
PCR
LDH
PCT

|HCT
LYM

COVID-19 L

Edad
Sexo NN
Enf crénicas
RBC| 0.5
HGB
HeTl | |
LYM
MON
%LYM
%PDW
Ferritina
IL6 -0.5
PCR
LDH
PCT

-1.0

Figura 9 Mapa de calor de la correlacion entre las variables de estudio.

Se representa el coeficiente de correlacion, donde el valor -1 indica una relacion inversa
perfecta (rojo); 1 una relacion positiva perfecta (azul) y 0, que significa que no hay
correlacion en absoluto (blanco). Los tonos intermedios representan las tendencias.



DISCUSION

Los biomarcadores pueden desempefiar un papel fundamental para la identificacion
oportuna de formas graves de COVID-19, la toma de decisiones sobre tratamientos y la atencion
adecuada de los pacientes (Bivona et al., 2021). Mdltiples estudios han identificado una serie de
parametros sanguineos que, al interpretarlos de manera conjunta, son capaces de predecir con
precision a los pacientes en riesgo de desarrollar neumonia y un COVID-19 severo (Farid et al.,
2021) (Singh et al., 2021)(Tabassum et al., 2021).

En el presente estudio nos propusimos caracterizar ciertos parametros seroldgicos y
determinar su valor prondstico utilizando una muestra de participantes panamefios. La poblacion
de estudio incluy6 a 108 pacientes con COVID-19 de sintomatologia moderada recluidos en
salas COVID-19 en dos hospitales estatales, ademas se incluyé en el analisis los resultados
obtenidos de 164 participantes donadores de sangre como grupo control.

Sobre el analisis descriptivo de la poblacion de estudio podemos resaltar los hallazgos
encontrados sobre el sexo, edad, presencia de enfermedades subyacentes y sintomatologia de los
participantes del grupo de pacientes COVID-19. En cuanto al sexo, destacamos que 60% de los
participantes de este grupo son del sexo masculino, reflejando mayor frecuencia de hombres
hospitalizados con un COVID-19 moderado en comparacion a las mujeres. Este y muchos otros
estudios reflejan que la severidad de la enfermedad esta asociada al sexo masculino (Halaji et al.,
2022)(G. Chen et al., 2020)(Han et al., 2020)(Jacobsen & Klein, 2021)(Juneja et al., 2022). Por
otro lado, los participantes COVID-19 positivos reportaron significativamente mayor edad y

mayor frecuencia de al menos una enfermedad crénica con respecto al grupo control sano,
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ademas, el analisis de correlacion reflejo que la edad avanzada y el padecer al menos una
enfermedad cronica, se relaciona con la presencia de la enfermedad COVID-19. Esto era
esperado, dado que son mdltiples autores que reportan que la edad avanzada y padecer
enfermedades crdnicas representan factores de riesgo importantes para desarrollar formas severas
de COVID-19 (Halaji et al., 2022)(Blair et al., 2021)(Huang et al., 2020)(Juneja et al., 2022). Las
enfermedades subyacentes que reporta con mayor frecuencia este grupo son hipertension,
diabetes e insuficiencia renal, las cuales son las enfermedades cronicas de mayor relevancia en
nuestro pais (MINSA, 2015). En cuanto a la sintomatologia, el grupo de pacientes COVID-19
reportdé en mayor frecuencia disnea (86.11%), fiebre (85.18%), tos (84.26%) y fatiga (59.26%).
De manera similar Minh y colaboradores (Minh et al., 2021) reporta con mayor frecuencia
sintomatologias similares en estos pacientes lo que podria deberse a su condicion de pacientes
clasificados como moderados, donde se desarrolla un distrés pulmonar importante causando
dificultad para la respiracion(Minh et al., 2021)(Blair et al., 2021)(Asare-Boateng et al., 2020).
Los resultados obtenidos en este estudio sobre los marcadores hematoldgicos confirman
lo publicado previamente en la literatura, donde los pacientes severos y graves presentaban
mayores alteraciones en comparacion a los no severos y/o controles sanos (Villa Palacio &
Lopez Henao, 2020)(Jain et al., 2022)(Mao et al., 2021)(Torres Acosta & Singer, 2020).
Encontramos diferencias significativas entre el grupo de pacientes COVID-19 y el grupo control
en los resultados de: RBC, HGB, HCT, LYM, MON, %LYM, %MON y %GRA. Ademas,
tomando en consideracion el rango de valores normales, los participantes del grupo de pacientes

COVID-19 mostraron valores significativamente alterados reflejando principalmente un recuento
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bajo de hemoglobina. Resultados similares fueron reportados por otros autores (Villa Palacio &
Lopez Henao, 2020)(Jain et al., 2022)(Mao et al., 2021)(Torres Acosta & Singer, 2020).

Nuestros resultados también registraron mayor monocitosis y % MON alto en
participantes COVID-19 en comparacion al grupo control. Estos hallazgos son compartidos con
Pujani et al 2021(Pujani et al., 2021) y Mao et al 2021(Mao et al., 2021). En contraste, otros
autores como Nadoushan et al 2020 (Jalali Nadoushan et al., 2020) y Juneja et al 2022 (Juneja et
al., 2022) reportan monocitopenia.

Varios estudios (Latifi-pupovci et al., 2022)(zZhu et al., 2020) han demostrado que las
respuestas inflamatorias exageradas y el sindrome de liberacion de citoquinas podrian ser la
causa principal de la patogénesis de COVID-19. En nuestros resultados se observaron
aumentados significativamente los niveles de IL-6, ferritina, PCR, PCT, LDH sérica
comparacion con los participantes sanos. Ademas, a través de anélisis de curva de caracteristica
operativa del receptor (ROC), determinamos el valor pronostico de los parametros séricos
evaluados en pacientes COVID-19, revelando que RBC, HCT, IL-6 y PCT tienen mejores
resultados de certeza predictiva, por lo que podrian ser valores hematoldgicos a considerar para

la estratificacion de los casos.

IL-6 es una de las principales citoquinas proinflamatorias que se producen como
mecanismo de defensa del sistema inmune en respuesta a infecciones y dafio tisular. Multiples
estudios han reportado diferencias entre los niveles de IL-6 en funcidn a la severidad de los casos
de COVID-19. En este estudio encontramos que en promedio los niveles de IL-6 estaban en

144.85 pg/ml, 20 veces mas alto que el valor considerado dentro del rango normal (< 7 pg/ml),
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mostrandose elevado en el 82.6% de los participantes COVID-19 evaluados. Ademas,
encontramos que niveles elevados de IL-6 aumentaba 6 veces la probabilidad de desarrollar
COVID-19. Herold et al 2020 (Herold et al., 2020) reporta que los niveles de IL-6 en pacientes
con COVID-19 moderado se encuentran por debajo 80 pg/ml, dos veces menos elevado que
nuestros resultados en pacientes con caracteristicas similares. Varios autores (T. Liu et al., 2020);
(Sayah et al., 2021) reportan que IL-6 podria utilizarse como factor independiente para predecir
la gravedad de la COVID-19. Asimismo, Aziz et al 2020 (Aziz et al., 2020), Grifoni et al 2020
(Grifoni et al., 2020) y Melo et al 2021 (Melo et al., 2021) en estudios de metaanalisis, han
reportado que niveles elevados de IL-6 es buen predictor asociado con la severidad de los casos
de COVID-19.

Ferritina es una proteina que almacena hierro, clave como indicador inflamatorio
producto de una disfuncion inmune. A pesar que el incremento de ferritina es encontrada en
diferentes enfermedades pulmonares, varias publicaciones han reportado su asociacion a
prondstico reservado por COVID-19 ((Farid et al., 2021)(Melo et al., 2021)). Nuestros resultados
reflejan una hiperferritemia en 66.7% de los casos, con una concentracion en promedio de
720.80 ng/ml. Algunos estudios reportan niveles de ferritina sérica en pacientes con COVID-19
moderado de 291.13 ng/ml, 2.5 veces menos elevado que nuestros resultados (Vargas-vargas &
Cortés-rojo, 2020).

La proteina C reactiva es una proteina inflamatoria de fase aguda que juega un papel
crucial en la respuesta inmune innata. Multiples autores lo han reportado como indicador de la
severidad de COVID-19 (F. Liu et al., 2020);(Wang et al., 2020)(Farid et al., 2021). En

condiciones normales la PCR debe encontrarse por debajo de 5 mg/L, en nuestro estudio hemos
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reportado un nivel promedio de 45.56 mg/L en pacientes con COVID-19 moderado. Resultados
similares son reportados por Kermali et al 2020 (Kermali et al., 2020).

La procalcitonina esta relacionada con la regulacion de los niveles de calcio y fosfato en
sangre y su determinacién es ampliamente utilizado en el diagndstico de infecciones bacterianas
severas. Varios estudios han reportado niveles de PCT elevados en pacientes COVID-19 severos,
atribuible a una infeccion bacteriana secundaria a la infeccion por SARS-CoV-2. Algunos
estudios han revelado que los niveles de PCT no se ven alterados en pacientes con COVID-19
moderado (Hu et al., 2020), nuestros resultados muestran niveles elevados en 17.35% de los
casos y un nivel promedio de 2.08 ng/ml en el grupo COVID-19. Ademas, en andlisis ROC
refleja que pacientes con niveles elevados de PCT tienen 8 veces mayor probabilidad de
desarrollar COVID-19 moderado.

La enzima Lactato deshidrogenasa esta implicada en la conversion de lactato a piruvato y
es considerado un marcado de inflamacion y eventos cardiovasculares. Niveles elevados de LDH
se han asociado al resultado de muerte intrahospitalaria por COVID-19. Nuestros resultados
reflejan un promedio de los niveles de LDH de 188.35 U/L, mostrandose elevado en 35% de los
casos. Martha y colaboradores (Martha et al., 2021) reporta que LDH se asocié con un mal
prondstico en pacientes con COVID-19 y que el incremento de LDH esta correlacionado con
presentar diabetes como enfermedad crénica. Otros autores han reportado seis veces y hasta
dieciséis veces por encima del rango de referencia de LDH y se ha asociado al desarrollo de
COVID-19 severo y aumento de riesgo de mortalidad(Han et al., 2020)(Henry et al., 2020)(Dong

et al., 2020).
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Por ultimo, el andlisis de correlacion sugiere que el aumento de los niveles séricos de
parametros como Ferritina, 1L-6, PCR y LDH correlacionan positivamente con el desarrollo de
COVID-19, mientras que la disminucion de los valores de RBC, HGB y HCT presentan una
relacion inversa con la presencia de COVID-19. En un estudio llevado a cabo en un pais
latinoamericano como el nuestro (Ramos Rojas et al., 2022), encontraron una correlacion
positiva con ferritina y proteina C reactiva con la severidad de COVID-19. Komurcuoglu y
colaboradores (Komurcuoglu et al., 2022) mediante un andlisis de correlacion no paramétricos,
detectd correlaciones positivas entre PCR, LDH y Ferritina y resultados alterados en tomografias
computarizada (CT) de térax en pacientes afectados por COVID-19. Asimismo, Azab y
colaboradores (Azab et al., 2021) encontré una correlacion negativa significativa entre CT de

torax y los parametros RBC, HGB y HCT.
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CONCLUSIONES

. Describimos las principales sintomatologias mas comunes reportadas por
pacientes COVID-19 con presentacion moderada.

. Los resultados obtenidos confirmar que pertenecer al sexo masculino, tener una
edad avanzada y padecer de al menos una enfermedad cronica son factores de
riesgo para el desarrollo de formas graves de COVID-19.

. Determinamos que en pacientes COVID-19 en una presentacion moderada de la
enfermedad, casi todos los analitos hematoldgicos evaluados resultaron alterados,
destacandose entre ellos, los valores de eritrocitos, hemoglobina, hematocrito,
plaguetas, monocitos, linfocitos, leucocitos y granulocitos.

. Los pacientes COVID-19 evidenciaron alteraciones significativas para ferritina,
proteina C reactiva (PCR), lactato amino deshidrogenasa (LDH), interleucina 6
(IL-6) y procalcitonina (PCT).

. Mediante un andlisis de correlacion no paramétrico se determind una correlacion
positiva entre la presentacion de la enfermedad con los valores de Ferritina, IL-6,
PCR y LDH. Ademas, una correlacion negativa con los pardmetros de RBC,
HGB, HCT y % LYM.

. Mediante analisis de curva ROC se determind el valor 6ptimo y el valor predictivo
de los biomarcadores, resultando que personas con valores elevados de ferritina,
IL-6, PCR, LDH y PCT tienen mayor probabilidad de desarrollar casos

moderados-severos por COVID-19.



RECOMENDACIONES

Son necesarios mas estudios que demuestren el impacto significativo de los
biomarcadores evaluados para que se puedan traducir a la practica clinica y la orientacion del
tratamiento.

Ampliar el estudio incluyendo otros biomarcadores

Evaluar qué impacto tuvo las condiciones preexistentes de los individuos participantes

del estudio al momento de arrojar los resultados.
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ANEXOS

Modelo de formularios para la recoleccion de datos de los participantes del estudio

Identificacion Unica

1. Informacién del recolector de datos

Nombre del recolector de datos

Institucion al que pertenece el
recolector de datos

NUmero de teléfono del recolector de
datos

NUmero de teléfono movil

Email

Fecha de cumplimentacién del N
formulario

(DD / MM | AAAA)

Fecha de entrevista con el informante [

(DD / MM / AAAA)

2. Informacion del informante

CODIGO DE PARTICIPANTE

Sexo

0 Hombre 0O Mujer OO No conocida

Fecha de nacimiento

[

Numero de teléfono (movil)

Edad (afios, meses)

Email

Pais de residencia

Nacionalidad

Origen étnico (opcional)

Ocupacion

¢Ha tenido contacto con alguien con
sospecha o confirmacion de
enfermedad por COVID-19?

0 Si 0 No 0ONo sabe

En caso afirmativo, fechas del Gltimo
contacto (DD / MM / AAAA):
[/

¢Padece de alguna enfermedad
crénica?

0 Si 0 No 0ONo sabe

En caso afirmativo, especifique:
O Hipertension arterial
0 Insuficiencia renal
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O Insuficiencia cardiaca

O Insuficiencia respiratoria
O Diabetes

0O Cancer

gotros:

3. Historial de sintomas

En los ultimos (X) meses, ¢ha tenido alguno de los siguientes sintomas?:
COMENTARIO: (X) periodo para cubrir el tiempo transcurrido desde la
aparicion de la enfermedad de COVID-19 hasta la fecha de recopilacion de datos

Fiebre >38 ° C 0 SiONo
Escalofrios 0 Si O No

Fatiga 0 SiONo

Dolor muscular (mialgia) 0 SiONo

Dolor de garganta 0O SiONo

Tos 0 SiONo
Secrecion nasal (rinorrea) 0 Si O No
Dificultad respiratoria (disnea) 0 SiONo
Respiracion sibilante 0 SiONo

Dolor de pecho 0 Si O No

Otros sintomas respiratorios 0 Si ONo Especifique:
Dolor de cabeza 0 Si O No

Nauseas/ vémitos 0 SiONo

Dolor abdominal 0 Si O No

Diarrea 0 Si 0 No

¢Alguno de estos sintomas requirié 0 Si O No ONo sabe
gue buscara atencion médica?

¢Alguno de estos sintomas requiere 0 Si O No ONo sabe
que falte al trabajo o la escuela?

¢Alguno de estos sintomas requirié 0O Si O No ONo sabe
que fuera hospitalizado?

Formulario 2: Formulario de resultados de laboratorio

Métodos y resultados de pruebas seroldgicas (complete una nueva tabla para cada
muestra recolectada), realizado por

NUmero de identificacion del

laboratorio

Fecha de recoleccion de la muestra (DD /MM | AAAA) / /
(DD / MM | AAAA)

Fecha de recepcion de la muestra (DD /MM | AAAA) / /

(DD / MM / AAAA)

Tipo de muestra (0 Suero
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0 Otro, especifique:

Tipo de ensayo seroldgico

Resultado de serologia

O Positivo
0 Negativo
O No determinado

Otra metodologia para medir SARS-
CoV-2

Fecha de resultado (DD / MM / / /
AAAA)
Muestra enviada para confirmacion 0 SiONo

(rRT-PCR)
- Fecha (DD / MM / AAAA)

Fecha (DD / MM / AAAA) |

_

Resultado de la confirmacion

O Positivo
0O Negativo
O No determinado




