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Resumen

Objetivo. Documentar la asociacion entre marcadores los inmunolégicos CD3+, CD4+,
CD8+ e IgG con la severidad de la infeccion por SARS-CoV-2.

Material y métodos. Se realizé un estudio observacional, transversal, retrospectivo y
comparativo, en donde se incluyé a 91 pacientes adultos con diagndstico de infeccion
por COVID-19. Se clasificaron en leve, moderado y grave, y se determinaron niveles de
leucocitos, CD3+, CD4+, CD8+, indice CD4+/CD8+ e 1gG en el momento de su ingreso.
Se emplearon las pruebas de Kruskal Wallis y Chi cuadrada de Pearson para establecer
la diferencia de los niveles de dichos marcadores entre los grupos de estudio y la
asociacion con la severidad de la infeccion, respectivamente.

Resultados. Al comparar los marcadores inmunolégicos entre los grupos de estudio,
se observé una disminucion significativa (p<0.001) de los niveles de CD3+, CD4+ y
CD8+ en aquellos pacientes con grave. Ademas, se encontrd mayor riesgo para infec-
cion grave en pacientes con niveles de CD3+ < 854 cel/mL (OR 8.14, IC95%: 2.73 a 24.3),
de CD4+ < 372 cel/ml (OR 5.88, IC95%: 2.24 a 15.4) y de CD8+ < 217 cel/mL (OR 8.68,
IC 95%: 3.04 a 24.7).

Conclusién. En pacientes con COVID-19 severo existe una disminucion significativa
de la cantidad de CD3+, CD4+ y CD8+, asi como una elevacion del indice CD4+/CD8+,
por lo que la medicidn de estos marcadores inmunoldgicos se vislumbran como una
posible herramienta adicional para establecer el riesgo de la severidad de la infeccién
por SARS-CoV-2, sin embargo aun quedan pendientes muchos puntos a analizar y re-
visar con respecto a sus mediciones para poder tenerlos de forma categdrica como
marcadores prondésticos de gravedad para esta entidad.

Palabras clave. CD3+, CD4+, CD8+, COVID-19, linfocitos.
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ANTECEDENTES

En diciembre de 2019, la provincia China de Wuhan,
se convirtié en el epicentro de una enfermedad
emergente que, con el paso de los dias fue captando
la atencién y preocupacion mundial dada su alta
contagiosidad y mortalidad.’ El 7 de enero de 2020,
las autoridades sanitarias chinas identificaron al
agente causante, un virus RNA que serfa conocido
como SARS-CoV-2, causante de la enfermedad
COVID-19.2 Esta enfermedad declarada emergencia
de Salud Publica el 30 de enero de 2020, se ha
expandido a mas de 200 paises del mundo y ha
causado mas de 260,000,000 casos de contagio y
mas de 5,300,000 defunciones a nivel mundial.® En
México se han reportado mas de 7,633,355 casos y
334,336 defunciones al momento de la redaccion del
presente manuscrito, bajo la informacion reportada
por el Gobierno de México, por el Consejo Nacional
de Ciencia y Tecnologia (CONACYT).#

Aungque se conoce relativamente poco
de la respuesta inmune de los individuos ante la
infeccion por COVID-19, se sabe que cuando el SARS-
CoV-2 ingresa al cuerpo el sistema inmune inicia una
respuesta contra el virus, que se caracteriza por la
liberacion de citocinas, quimocinas y en la activacion
de mecanismos como la apoptosis o la inhibicion
funcional por parte de las células inmunoldgicas.>®

En este proceso, la respuesta inmune
adaptativa, especialmente de las células T, tienen
un papel fundamental.” Las moléculas de superficie
celular de CD3+, CD4+, CD8+, CD16+, CD19+ y
CD59+ marcan a los linfocitos T-helper (CD3+ vy
CD4+), células T citotdxicas (CD3+ y CD8+), células
B (CD19+) y Natural Killers (CD16+ y CD56+).8 Este
conjunto acciones celulares es responsable de la
respuesta inmunoldgica humoral y citotdxica contra
la infeccion viral.8?

La viremia afecta los érganos con receptores
de ECA-2, por lo que suele comportarse como una
enfermedad sistémica, generando una reaccion
inflamatoria en diversos 6rganos y sistemas como
el respiratorio, gastrointestinal, cardiovascular,
neuroldgico, hematopoyético e inmune.’® En el curso
de esta reaccion inflamatoria puede presentarse
la tormenta de citocinas, que es causada por una
respuesta proinflamatoria excesiva y que se cree
tiene un papel fundamental en la severidad y
mortalidad de la infecciéon por COVID-19."""2 Junto
con la activacion de la respuesta inflamatoria suele
presentarse linfopenia, la cual puede deberse a un
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efecto letal directo del SARS-CoV-2, en los receptores
ECA-2 de los leucocitos, asi como por la liberacion
de citocinas proinflamatorias como el factor de
necrosis tumoral alfa (FNT-alfa) e interleucina 6 (IL-
6), que podrian inducir apoptosis de leucocitos.”™™
Estudios recientes ha documentado que la
cantidad de células T y las Natural Killers (NK),
disminuyen significativamente en casos severos
de COVID-19.">"7 De hecho, Zheng y colaboradores
observaron que la disminucién de células T en
sangre periférica puede predecir la progresion de la
enfermedad por COVID-19."

No se ha esclarecido si el papel de las células
T, es de ayuda o perjudicial ante la infeccién por
COVID-19, asi como si su respuesta es subdptima,
disfuncional o excesiva, especialmente en pacientes
graves, por lo que el objetivo del presente estudio
fue el buscar y confirmar si existia asociacion entre
marcadores inmunoldgicos, como subpoblaciones
de linfocitos (CD3+, CD4+y CD8+) e inmunoglobulina
G, conlaseveridad de lainfeccion por COVID-19. Esto
podra contribuir a caracterizar la respuesta inmune
del huésped contra el SARS-CoV-2, especialmente
en pacientes graves, o que ayudaria a detallar la
inmunopatologia de dicha infeccidon, asi como a
establecer estrategias terapéuticas mas adecuadas.

MATERIAL Y METODOS

Se realiz6 un estudio observacional, transversal,
retrospectivo y comparativo, en donde se incluyeron
91 casos consecutivos de adultos con diagndstico
de infeccion por COVID-19, confirmada por PCR de
hisopado nasofaringeo,y que fueron atendidos en el
Hospital General de México entre el 01 de mayo y 30
de septiembre de 2020. Los pacientes se clasificaron
segun su gravedad en infeccién leve, moderada
y grave, segun el requerimiento de oxigeno a su
ingreso o la presencia o ausencia de disfuncion
organica.'® Es decir, los pacientes clasificados como
leves no requirieron oxigeno suplementario y
fueron manejados de modo ambulatorio, los que a
su ingreso presentaron datos de desaturacion y/o
insuficiencia respiratoria; y se les indic6 oxigeno
suplementario por puntas nasales, o mascarilla
facial de alto flujo se clasificaron como infeccion
moderada y fueron hospitalizados en el servicio de
Neumologia, finalmente, los que requirieron apoyo
ventilatorio invasivo o presentaron falla organica
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multiple, se clasificaron como gravesy se ingresaron
a la Unidad de Cuidados Intensivos (UCI). En este
punto es menester tener presente que la poblacion
mundial aun no contaba con vacunacién alguna
todavia.

A todos los pacientes se les determinaron
niveles de leucocitos, CD3+, CD4+, CD8+ e IgG en el
momento de su ingreso, estos niveles se midieron
mediante citometria de flujo y electroluminiscencia
respectivamente. Se excluyeron del estudio los
pacientes con inmunosupresion de cualquier tipo o
neoplasia activa o cancer activo.

Los datos de los pacientes fueron
capturados en una hoja de calculo de Excel, y para
el andlisis univariado, las variables cuantitativas
se presentan en medidas de tendencia central
y dispersion, segun su tipo de distribucion, y las
variables cualitativas en porcentajes. Para el analisis
estadistico bivariado se emplearon las pruebas
estadisticas de Kruskal Wallis y de Chi cuadrada de
Pearson. Para todas las pruebas se consideré como
significancia estadistica a aquellos valores de p
<=0.05. Se empled el software estadistico R Studio
version 4.1.0 © 2009-2021.

El presente estudio, fue evaluado y aprobado por
el Comité de Investigacion del Hospital General de
México y en apego a la Ley General de Salud en
materia de Investigacion fue catalogado con “riesgo
menor al minimo”, por realizarse solamente con
base en la revision de archivos documentales. No
se divulgd informacién personal de ningun paciente
durante la realizacion del presente estudio.

RESULTADOS

De acuerdo con los criterios de inclusion vy
exclusion se estudiaron 91 casos confirmados de
COVID-19, y se clasificaron en infeccion leve 39
(42.8%), moderada 23 (25.2%) y grave 29 (31.8%).
Los pacientes con infeccion leve fueron manejados
de modo ambulatorio, los que tuvieron infeccion
moderada fueron ingresado a piso de hospital y los
graves fueron atendidos en la UCI mediante soporte
ventilatorio invasivo, u oxigeno suplementario de
acuerdo con la condicién de cada paciente.

Se registraron tres defunciones (3.3%), en
el grupo de estudio. Las caracteristicas generales de
la poblacion de estudio se presentan en la Tabla 1.

Tabla 1: Caracteristicas basales de la poblacion de estudio.

Variable n(%) Variable Mediana (RIQ)
Sexo femenino 45 (49.4) Edad, afios 52.1 (18.5)
Gravedad Leucocitos /pl 8,104 (8,265)
* Leve 39 (42.8) CD3+ /pl 838 (739)
* Moderado 23 (25.2) CD4+ /pl 481 (402)
* Grave 29 (31.8) CD8+/pl 254 (289)
Presencia de sintomas 57 (62.6) CD4+/CD8+ 1.58 (1.20)
Defunciones 3(3.3) IgG 4.54 (5.28)

http://www.conamed.gob.mx/gobmx/revista/revista.php
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Para establecer la existencia de diferencias
significativas entre los pacientes segun su gravedad
(leve, moderado o severo), y los niveles de los
marcadores inmunoldgicos, se empled la prueba de

Kruskal Wallis. Los resultados fueron significativos
al comparar los grupos de estudio entre los valores
de leucocitos, CD3+, CD4+, CD8+ e IgG. Tabla 2

Tabla 2: Analisis de las diferencias entre los grupos de estudio (gravedad de infeccién) y los marcadores

inmunoldégicos.

Leve n=39

Mediana (RIQ)

Mediana (RIQ)

Moderado Grave [
n=23 n=29

Mediana (RIQ)

Leucocitos /pL 5,700 (1,257) 10,700 (7,700) 16,400 (6,100) <.001
CD3+/pl 1,186 (417) 517 (576) 484 (213) <.001
CD4+/pl 658 (318) 318(323) 292 (212) <.001
CD8+/pl 397 (194) 195 (247) 138 (98) <.001
CD4+/CD8+ 1.58 (1.31) 1.37 (0.96) 2.20(1.09) 0.069
IgG 1.52 (3.30) 6.39 (4.54) 4.54 (5.49) <.001

*Kruskal Wallis

Para establecer entre que grupos se ubican las
diferencias que indica la prueba de Kruskal Wallis,
se empled la comparacion pareada de Dwass-Steel-
Critchlow. Respecto a los leucocitos, CD3+, CD4+
y CD8+ se observaron diferencias significativas
(p<0.001), al comparar los niveles de los marcadores
entre pacientes con infeccion leve y moderada, asi
como entre aquellos con infeccidn leve y grave.
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En lo que corresponde a la IgG, solo se observo
diferencia significativa (p<0.001) entre pacientes con
infeccion leve y moderada. Al comparar la relacion
CD4+/CD8+ entre los grupos, no se observaron
valores significativos. La representacion de las
comparaciones, empleando Boxplot, se presenta
en el Grafico 1.
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Grafico 1. Representacion de las comparaciones entre los grupos de estudio y los valores de los principales marcadores inmunolégicos.

Para establecer la relacién entre gravedad por
SARS-CoV-2, y los marcadores inmunolégicos se
empled la prueba estadistica de Chi cuadrada de
Pearson, por lo que la poblacion de estudio se dividio
en grave y no grave, incluyendo a los pacientes con
infeccion leve y moderada como no graves. Ademas,

se establecieron puntos de cohorte basados
en referencias de normalidad en las variables
independientes, 10 x 103/mcl para leucocitos, 854/
ul para CD3+, 372/ul para CD4+, 217/ul para CD8+,
1.5 para CD4+/CD8+ y 1.4 para IgG. Los resultados
del analisis se presentan en la Tabla 3.

Tabla 3: Relacién entre gravedad por SARS-CoV-2 y marcadores inmunoldgicos.

Variable No graves Graves OR* IC 95%
Leucocitos >10 x103 /ul 13 29 3.23 2.06 a 8.08
CD3* < 854/ul 23 23 8.14 273a24.3
CD4* < 372/ul 17 20 5.88 2.24a154
CD8* <217/ul 19 23 8.68 3.04 a24.7
CD4*/CD8* > 1.5 31 21 2.63 1.01 2 6.82
IgG> 1.4 44 29 0.91 0.34a2.37

*Prueba Chi cuadrada de Pearson.

http://www.conamed.gob.mx/gobmx/revista/revista.php
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DISCUSION

Si bien el papel de los linfocitos T en la gravedad y
progresion del COVID-19, no se ha comprendido
del todo, diversos estudios han reportado una
correlacion entre la severidad de la infeccion
por COVID-19, y la disminucion de la cantidad de
linfocitos T. En este sentido Liu y Li, y sus respectivos
colaboradores  observaron  una  disminucion
significativa de niveles de linfocitos CD3+, CD4+ vy
CD8+ en pacientes con infeccién grave por SARS-
CoV-2, resultados que son compatibles con nuestros
hallazgos.®' Diao y colaboradores buscaron la
correlacion entre la cantidad de CD4+ y CD8+ vy la
gravedad de pacientes con COVID-19, reportando
gue en pacientes que requirieron atencién en la
UCI los niveles de CD4+ y CD8+ observados fueron
menores de 400 y 300/ul respectivamente, y dichos
valores correlacionaron negativamente con la
sobrevida de los pacientes.?® Resultado similar al
encontrado en nuestra investigacion en donde
observamos mayor riesgo de enfermedad grave
cuando los niveles de CD4+ y CD8+ observados
fueron menores de 372y 217/ul respectivamente.

La disminucion de leucocitos T, podria
explicarse con base en lo reportado por Pearlmany
colaboradores quienes postulan que el SARS-CoV-2,
como otros cononavirus, infecta directamente los
macréfagosy las células T, generando su destruccion
posterior, lo que representa un mecanismo clave
en el proceso de la progresion de la infeccion.? La
disminucion de los niveles de CD8+ en enfermedad
grave podria explicarse con base en los hallazgos
de altas concentraciones de receptores inhibidores
como PD1, TIM3, LAG3, CTLA4, NKG2A y CD39,
asi como de la disminucién de la produccién de
citocinas.22similar a los estudios de los linfocitos T
CD8, existe evidencia que establece la disminucion
de CD4 en pacientes con COVID-19 grave, y seguin
reportes de casos, la activacion de CD8 puede ser
mayor que la de CD4.20-2

Respecto a la relevancia del indice CD4+/
CD8+, Wang y colaboradores reportaron que en
el contexto de presencia de linfopenia y conteo
disminuido de CD8+, el indice CD4+/CD8+ se asocia
significativamente con el grado de inflamacién
sistémica en pacientes con COVID-19."> Ademas,
Pallotto y colaboradores reportaron un indice
CD4+/CD8+ significativamente mayor en pacientes
criticos.®* Estos reporte son acordes a nuestro
resultado, en donde a pesar de no encontrar
diferencias significativas entre los grupos de estudio,
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si observamos un aumento del riesgo (OR 2.63,
IC95%: 1.01 a 6.82), de infeccidon grave cuando el
valor del indice es mayor de 1.5.

El presente estudio tiene limitaciones
inherentes al disefio metodoldgico, pues fue un
estudio retrospectivo con un ndmero relativamente
bajo de pacientes, por lo que se enfatiza que son
necesarios mas estudios que ayuden a caracterizar
el papel de los linfocitos T en la infeccion por
COVID-19.

Es asi que de los resultados obtenidos de
revision retrospectiva es particularmente importante
identificar el papel de los linfocitos T en la infeccion
por COVID-19, siendo por ello necesario tener
como propuesta de investigacion futura el efectuar
mediciones seriadas de CD3+, CD4+ y CD8+, en
casos leves y moderados a fin de establecer si estos
marcadores se modifican y con ello la presentacion
clinica de los pacientes, para de esta forma poder
establecer de forma contundente, que la medicion de
estos marcadores estan directamente relacionados
con la severidad de la patologia en cuestion,
visualizando a estos de forma directa como
predictores de un agravamiento de la enfermedad.

Aunado a lo anterior, es importante
considerar que la poblacién mundial en un nimero
significativo de individuos ha tenido el beneficio de
la vacunacion, por lo que de igual forma es necesario
realizar estudios que permitan medir CD3+, CD4+
y CD8+, para ver su comportamiento en pacientes
vacunados y en aquellos no vacunados, asi como si
existe progresion en la gravedad de la enfermedad
con respecto a sus mediciones.

CONCLUSION

En pacientes con COVID-19 severo de las
determinaciones realizadas de CD3+, CD4+ y CD8+,
se identificé franca disminucion significativa de los
mismos, por lo que la medicién de estos marcadores
inmunolégicos se vislumbra como una posible
herramienta para establecer el riesgo de la severidad
de la infeccion por SARS-CoV-2.

Sin embargo es necesario ahondar vy
establecer si existen valores promedio de medicién
que permitan primero, determinar la severidad
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del cuadro y en un segundo punto, el tiempo que
transcurre entre el descenso de tales valores a la
manifestacion clinica de gravedad de la patologia;
para con ello poder establecer de forma contundente
si tales marcadores inmunoldgicos, pueden ser
considerados realmente como predictores de
gravedad de esta entidad, y si asi ocurre, determinar
la forma preventiva de limitar los dafios a sabiendas
que estos marcadores se asocian a la progresion a
la gravedad de esta entidad; aunado a lo anterior,
es menester identificar si los pacientes vacunados
tienen el mismo comportamiento del grupo
estudiado, el cual es importante recordar que, aun
no estaba vacunado.
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