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RESUMEN

La gravedad de la COVID-19 se ha asociado con hipertrombicidad y una marcada
desregulacion del sistema inmune. La evidencia indica que, involucrada en estos fenémenos,

existe participacion endotelial que impacta en la disfuncion y falla multiorganica.

Nuestro objetivo fue investigar los procesos patogénicos vy fisiopatoldgicos que rodean a la
infeccion por SARS-CoV-2 para identificar biomarcadores con aplicacién clinica que
permitieran detectar precozmente el curso evolutivo de la enfermedad permitiendo asi,

optimizar los recursos asistenciales necesarios para el tratamiento.

Utilizamos como método una revision sistematica de la literatura internacional y
correlacionamos los datos hallados, con los resultados de biomarcadores agrupados segin

la gravedad clinica, que habiamos obtenido en nuestros trabajos cientificos previos.

Encontramos una concordancia entre los niveles de los biomarcadores utilizados en nuestros
estudios y las propuestas tedrico-practicas de los articulos cientificos analizados en la
revision.

Esto nos permitira definir futuros campos de investigacion en la busqueda de biomarcadores
utilizables durante la estratificacion clinica del paciente COVID-19 y a su vez genera una via
para analizar su posible utilidad en otras patologias con componente inmune o infeccioso

inflamatorio.
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Abstract

Severity of COVID-19 was associated with hyperthrombicity and manifest immune system’s
dysregulation. Evidence indicates that, involved in these phenomena, there is endothelial

participation, which has impact on multi-organ dysfunction and failure.

Our aim was researching aspects of pathogenic and pathophysiological processes surrounding
SARS-CoV-2 infection to identify biomarkers with clinical application, which would allow earlier
detecting the possible course of disease, and optimize necessary medical care resources during

iliness progression.

We used as method a systematic international literature review and we correlated the found
data with the biomarkers’ results grouped according to clinical severity, which we had obtained

in our previous scientific papers.

We found a concordance between the levels of the biomarkers used in our studies and the

theoretical-practical proposals of the scientific articles analyzed in the review.

This will allow us to define future areas of research for usable biomarkers during the clinical
stratification of the COVID-19 patient and generate a way to analyze possible utilities in other

pathologies with an immune or infectious-inflammatory component.
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COVID-19: Revisién de biomarcadores

INTRODUCCION

Importancia: es relevante optimizar la atencion de pacientes Covid-19 y controlar los
recursos disponibles. Para ello es necesario comprender los procesos patogénicos de la
enfermedad, pudiendo asi, identificar factores que permitieran estratificar el riesgo
clinico y pronostico. Es fundamental organizar las herramientas terapéuticas ante una
patologia que desarrolla cuadros clinicos de leves a criticos, un posible sindrome de
dificultad respiratoria (SDRA) y llegar a un sindrome de disfuncién multiorganica
(SDMO).

Fisiopatologia: es sabido que la llave de acceso del SARS-CoV-2 a las células es el
receptor de la enzima convertidora de angiotensina 2 (rACE2), el cual tiene expresién
en las células del aparato respiratorio, pero también en rifidn, corazon, intestino y vasos

sistémicos, incluyendo capilares (1) (2).
Dadas las evidencias actuales se proponen tres etapas en el desarrollo de la enfermedad:

1. activacion temprana del sistema inmunitario induciendo una respuesta de
interferon,

2. una respuesta retardada que ya conlleva lesion celular,

3. un estado hiperinflamatorio con piroptosis excesiva y respuesta inmune

desregulada (3).

Recordemos que el endotelio tiene funciones autécrinas, paracrinas y endocrinas
fundamentales para la homeostasis vascular, por lo cual uno de los carriles de
investigacion actuales, es buscar evidencia que justifique si la lesion primaria viral
directa sobre las células del endotelio es lo que produciria el aumento de la produccién
de factor Von Willebrand (VW) en estos casos. Su posterior evolucion inflamatoria,
pueda explicar la endotelitis evidenciada por depdsitos de neutréfilos y monocitos
activados en los vasos sanguineos de mdaltiples 6rganos, lo que genera produccién
excesiva de factores protromboticos, que entre otras variables (4) probablemente
conducen a las complicaciones mas frecuentes de la COVID-19, incluyendo el SDRA

y SDMO asociado con alta morbimortalidad.

Durante mucho tiempo se pensé que las plaquetas cumplian tan solo su funcién en el
sistema hemostético y que los leucocitos la cumplian en el sistema inmunoldgicos.

Actualmente, se reconoce una interaccion entre ambos sistemas tanto en los procesos
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infecciosos como inflamatorios de diversas etiologias. Desarrollaremos mas adelante

de este articulo este punto.

En estudios de muestras de pulmdn de autopsias, se observé la produccion de trampas
extracelulares de neutrdfilos (NET) y en etapa temprana se localizaron en estructuras
consistentes con vasos sanguineos (5). Hay datos que sugieren que la interaccion de
las NET con las plaquetas es relevante en la patogenia del COVID-19 como veremos

mas adelante (8).

Consideramos importante, para comprender nuestra linea de observacién, desarrollar
algunos aspectos relacionados a la formacion de NET, por lo cual describiremos

brevemente esta funcién leucocitaria.

Los neutréfilos polimorfonucleares (PMN) producen NET a través de un proceso que
involucra la muerte celular regulada llamado NETosis. Las NET son redes
extracelulares tridimensionales de cromatina descondensada a las cuales se anexan
histonas y proteinas antimicrobianas liberadas tras la estimulacién. Los patgenos,
incluidos los virus, son atrapados en estas redes que son parte del sistema inmunitario
innato (6) (7). Cuando hay estimulacién plaquetaria la NETosis puede desregularse y
provocar dafio tisular e hipercoagulabilidad. Las NET liberadas se amalgaman y
forman agregados conjuntamente con las plaquetas (AggNET) lo que activa el sistema
de complemento, favoreciendo aln mas la activacion de nuevas plaquetas, trombos y
generacion de mas NET, generando un circulo vicioso. Esto altera el flujo vascular,

produce hipoxia tisular y necrosis multimodal del endotelio.

La NETosis desregulada se asocia con enfermedades inflamatorias agudas y cronicas.
La contribucién de la NETosis a la patogénesis de la sepsis y el SDRA esta bien
documentada. Se ha evidenciado la presencia de NET que causa dafio al tejido vascular

y microtrombos dispersos que conducen a la falla multiorganica y la muerte (9).

La inmunotrombosis por interaccion directa de los leucocitos activados con las
plaquetas y los factores de la coagulacion puede contribuir a los eventos

protromboticos descritos en pacientes con COVID-19 (10).

Los factores solubles y celulares que desencadenan NET aumentan significativamente
en el plasma de portadores de COVID-19 y la gravedad de la enfermedad se
correlaciond directamente con los complejos MPO-ADN del plasma (p = 0,0360),
mientras que la Pao2/fraccion de oxigeno inspirado, se correlaciond inversamente
(p = 0,0340) (112).
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OBJETIVO

Teniendo presente las actuales evidencias patogénicas y fisiopatologicas planteadas

anteriormente nos preguntamos:

1. ¢Qué marcadores bioquimicos de posible uso clinico podrian orientar hacia el
prondstico evolutivo del paciente con Covid-19 y facilitar su estratificacion
clinica?

2. ¢Cuan coincidentes son, con las evidencias fisiopatoldgicas actuales los
resultados obtenidos en nuestros trabajos cientificos previos, en los que hemos

analizado biomarcadores y su relacién con la gravedad clinica?

METODOLOGIA

Procurando respuesta a estas preguntas base, consideramos disefiar una revisién
narrativa utilizando como fuentes de datos de literatura internacional: Medline, Scopus

y Pubmed.

La busqueda de evidencia se realizd mediante revision de resimenes y articulos
completos hallados en bases electronicas utilizando los términos: “COVID-19”,
“SARS”, “thrombosis”, “inflamacion”, “endotelio”, “linfopenia”, “marcadores”,
“ARDS”, “pronostico” y “gravedad clinica”. En los resultados hallados se realiz6 un
andlisis sistematico cualitativo no exhaustivo que presentamos de forma sintética,
correlacionando trabajos cientificos publicados, presentados o en produccion y su
correspondencia con datos surgidos en nuestros estudios, tanto desde aspectos clinicos

como paraclinicos.

Los criterios de elegibilidad para este estudio transversal incluyeron como dato no

aleatorio:

a) que las intervenciones debieron realizarse en poblacion con COVID-19,
b) incluir todo trabajo independientemente de su estado de publicacion con el fin

de minimizar sesgos (texto completo disponible, resumen de trabajos ain no
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publicados o en proceso con referencias adecuadas e informe de asociaciones

entre los términos de busqueda con referencias adecuadas.

Los criterios de inclusion fueron: fecha de realizacion entre enero de 2020 y febrero de
2022, PCR para SARS-COV-2 positiva, sintométicos, adultos, cualquiera fuera su
disefio y tamafio de la muestra. Criterios de exclusion fueron: poblacion pediatrica y
editoriales (12) (13).

Los datos obtenidos fueron correlacionados con resultados clinicos y biol6gicos
hallados durante la pandemia en estudios realizados en una poblacion adulta con

Covid-19 del Hospital Britanico por los autores.

RESULTADOS

Se seleccionaron para la revision 31 estudios que cumplieron criterios de elegibilidad:
21 revisiones sistematicas, 1 guia y 6 estudios observacionales y 3 estudios

transversales analiticos.

Dentro de los temas requeridos en la revision de la literatura internacional se hallaron

evidencias que mostramos a continuacion:

Penetracion y lesion endotelial: el SARS-CoV-2 presenta una doble via de lesion
endotelial. Dado que las células endoteliales tienen expresion rACE2. Se plantea: a)
una lesion endotelial directa (14) y b) una lesién indirecta, cuya fisiopatologia seria
una endotelitis, producto de una activacion inmunoinflamatoria (15), liberacion de
citocinas, aumento de la trombicidad (16) y completa alteracion de la estructura

endotelial que conduce a un caos hemorreoldgico local.

Respuesta endotelial: generalmente en los vasos disfuncionales la respuesta

inflamatoria se puede dividir en dos tipos:

a) apoptosis de células endoteliales y

b) necrosis endotelial.

Segun se ha visto en biopsias y estudios realizados en tejidos animales, la infeccion
por SARS-CoV-2 involucra ambos tipos de respuesta (17), las cuales tendrian la

siguiente secuencia:
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I. Estimulacion endotelial o disfuncion endotelial tipo I, en la cual hay
trombicidad favorecida por una pérdida de la anticoagulacion y liberacion de
sustancias como la p-selectina y el inhibidor del activador del plasmindgeno
(PAI)

Il.  Activacion endotelial tipo I1, que seria una disfuncion inmediata reversible con
liberacion de varias sustancias: trombina, histamina, sintesis de proteina C
reactiva, fibrindgeno, factores tisulares, moléculas de adhesion y proteina
guimio-atrayente de monocitos 1 (MCP-1) entre otras.

En esta etapa el aumento de la trombicidad ocurre por la produccién de
sustancias procoagulantes: trombomodulina, activador del plasmindgeno,
antitrombina y factor de activacion plaquetaria.

I1l.  En la etapa Il finalmente, ocurre apoptosis celular con deterioro de la matriz
extracelular, necrosis endotelial y vasculitis (11). La disminucion de sustancias

anticoagulantes y el aumento de las procoagulantes favorecen la trombosis.

Inflamacién-inmunidad: el proceso inflamatorio comienza como un fenémeno
inmunolégico normal en el que linfocitos CD4+ se activan y luego linfocitos CD8+
promueven la remocion de células infectadas, asi como virus neutralizados por
neutrdfilos (incluyendo la produccion de NET) y macrdfagos (18). También se genera

la produccion de anticuerpos neutralizantes (19).

En nuestro caso, previo al comienzo de la inmunizacién en 2020, pudimos determinar
los niveles de anticuerpo IgG anti SARS-CoV-2 en 32 pacientes que categorizamos
como ambulatorios (n4), moderados (n10) y criticos (n18). Utilizando la densidad
Optica generada por una técnica inmunocolorimétrica ELISA, obtuvimos los siguientes
resultados: en el grupo clasificado como ambulatorios 0.61+1.15 DO, moderados
0.21+0.34 DOy criticos 1.68+1.22 DO.

Tanto entre los grupos ambulatorios vs criticos, como entre moderados vs criticos la
diferencia fue significativa (p = <0.05), lo que parece relacionar una reaccion
inmunolégica mayor o diferente en los pacientes que desarrollaron cuadros graves que

en aquellos de menor gravedad (Figura 1).
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La linfopenia, un marcador de inmunidad celular alterada, es un reporte frecuente y fue
diagnosticada en 65-90% de los casos COVID-19 y asociada a un peor pronéstico en
la mayoria de estudios publicados. Se han informado deplecién de CD4 Y CD8 en los
pacientes graves. En algunos trabajos se destacan reportes de deplecion de linfocitos
CD4+ asociados de forma independiente con la admision a las unidades de cuidados
intensivos (UCI) (20).

También se ha planteado que el descenso de linfocitos CD8+ circulantes y NK
observado, podria deberse a la sobreexpresion del receptor inhibidor del miembro A
del grupo 2 (NIG2A), lo que conduce a una inmunidad ineficiente y esa respuesta
inmunoldgica desregulada llevaria, entre otras variables a un curso con mayor

compromiso lesional, sobreviniendo:

I. Activacion de complemento (21).
I1. Infiltracion de tejidos por monocitos no inmunocompetentes
I11. Produccion de citocinas por el sistema inmune innato, cuyos altos niveles se
correlacionan desde los primeros casos con la gravedad de la enfermedad: TNF,
IL2, IL6, IL8 y GCSF, a modo de ejemplo.
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La desregulacion del sistema inmune y la liberacion de citocinas por hiperactividad del
sistema inmune innato en el contexto de deplecion de células T, caracterizan la

clasificacion clinica del COVID-19 grave.

Hay reciente evidencia de la participacion de inflamasomas especialmente NLRP3
como promotor del desarrollo de la inflamacidn local y su resultante seria la produccién
de citoquinas proinflamatorias via caspasa-1 y la muerte celular via gasdermina D,

llevando esto al dafio endotelial sistémico (22) (23).

Endotelitis: creemos que el dafio endotelial que planteado anteriormente, es un punto
fundamental en la fisiopatologia del cuadro de COVID-19 y la distintiva trombofilia

que lo caracteriza (24).

La inflamacién vascular es anunciada por el aumento de ICAM y VCAM (25), E-

selectina y citocinas proinflamatorias tales como IL8, IL6 y TNF (3).

En nuestra experiencia, relacionamos los resultados de una técnica ELISA para
determinar VCAM-1 (expresada en ng/mL) en pacientes ambulatorios en los cuales
observamos una media de 576.7+137.7, moderados 805.1+497.4 y criticos
970.1+493.4. Si bien se observa una tendencia, la diferencia no fue significativa
(p =0.18).

Por otro lado, realizamos en los mismos grupos de pacientes una técnica ELISA para
determinar ICAM-1 (expresada en ng/mL). En los pacientes ambulatorios (n4)
obtuvimos una media de 134.1+48.2, en los moderados (n10) 229.1+79.8 y en los
criticos (n18) 300.8+157.2. Aqui, si hubo una diferencia significativa (p <0.05 entre
ambulatorios y criticos) (Figura 2). Estos dos parametros orientan a la participacion
endotelial en la patogenia del COVID-19, lo cual merece ser estudiado mas

profundamente y en mayor nimero de pacientes.

En estos casos en los cuales analizamos las moléculas de adhesion endotelial,
estudiamos concomitantemente como marcador bioquimico la interleucina
proinflamatoria IL-6 utilizando una técnica ELISA (expresada en pg/mL). Hallamos
que en los pacientes ambulatorios (n4) los niveles séricos eran indetectables 0.0+0.0,
mientras que en los pacientes con cuadros moderados (nl10) era detectable
101.3+202.3, al igual que en los pacientes criticos (n18) 122+188.5 con una diferencia
significativa entre el grupo ambulatorio y el grupo criticos (p <0.05) evidenciando un

fendmeno inflamatorio que armonizé con la lesion vascular (Figura 2).
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Figura 2: Calprotectina ADAMTS-13
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Trampas neutrofilicas: actualmente se conocen tres vias por las cuales los neutréfilos
limitan las infecciones: 1-fagocitosis, 2-degranulacion, 3-liberacion de trampas

extracelulares.

Esta ultima, es decir la formacion de NET, pareceria jugar en el COVID-19 un rol
preponderante en la lesién endotelial (17). De hecho, los pacientes graves e intubados
tienen valores plasmaticos significativamente mas altos de elementos componentes de
NET, entre ellos, la calprotectina (26) (27).

Los datos obtenidos en nuestros pacientes, estratificados por la gravedad clinica
justifican esta apreciacion. Realizamos una técnica ELISA que determina calprotectina
sérica (resultado expresado en mcg/mL), la cual proyecté medias de 0.81+0.46 en

pacientes ambulatorios (n4), 2.53+2.10 en moderados (n10) y en pacientes criticos
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(n18) 6.43+6.90, siendo significativa la diferencia entre el grupo de ambulatorios y
criticos, p = <0.05 (Figura 2).

Los resultados de la revision arrojan como otro elemento de valor prondstico, los
niveles séricos del factor de diferenciacion 15 (GDF15) (28). Esta citoquina esta
relaciona particularmente a condiciones patoldgicas que incluyen isquemia miocérdica
e inflamacién, por lo tanto, GDF-15 ha sido ampliamente explorado como un

biomarcador para el prondstico de enfermedades (29).

En el COVID-19, la actividad de GDF15 aumenta en respuesta al dafio tisular. Los
niveles elevados de GDF15 parecen ser un fuerte predictor de mala evolucion clinica
y sus niveles se consideran una medida de la tolerancia tisular ante la respuesta

inflamatoria (30).

Esto es concordante con nuestros hallazgos. Los pacientes de nuestros estudios, en los
cuales se realiz6 una técnica ELISA para determinar los niveles de GDF-15 sérica
(expresada en ng/mL) mostraron los siguientes valores de media: para pacientes
ambulatorios (n4) 0.12+0.23, para el grupo de gravedad moderada (n10) 0.82+0.72 y
para enfermos criticos (n18) 16.7+30.1. Siendo la diferencia p <0.05, es decir
significativa para los grupos ambulatorios vs criticos (Figura 2).

Desde el punto de vista hemorreolégico, a partir de Virchow sabemos (31), que la
fluidez de la sangre depende del flujo, de los componentes de la misma y de la
existencia de una pared vascular indemne. Por lo tanto, ante una endotelitis, se altera
el flujo laminar de la sangre, hay estasis y para poder restablecer la fluidez, se activa

el sistema trombolitico.

Si analizamos esta perspectiva en los pacientes COVID-19, observamos que no
tenemos una pared vascular indemne, los elementos plasmaticos tienden a ser

protrombéticos y la circulacion estd modificada por la lesién orgénica.

Ahora bien, una vez establecido el trombo y siendo la fibrina y factor vW los
principales andamiajes estructurales de este, para restablecer el flujo, los elementos del
trombo son fragmentados proteoliticamente por plasmina y ADAMTS13. Si bien esta
fibrindlisis es insuficiente, genera un gran aumento de los D Dimeros circulantes, lo

cual se ha usado como marcador en esta patologia desde el comienzo de la pandemia.

Por otra parte, el ADN que conforma las redes de las NET esta firmemente unido a la

fibrina, pero al estar descondensado queda muy expuesto a las ADNasas (32) y se ha
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visto que el ADN circulante se correlaciona positivamente con el vW y negativamente
con ADAMTS13 en algunos animales.

Dicho esto, y a pesar de reconocer que con estos pardmetros nuestra experiencia es
muy corta determinando niveles de ADAMTS13 diremos que, si bien no encontramos
diferencias estadisticamente significativas (p 0.06) entre los grupos, hay una tendencia
a correlacionarse negativamente ADAMTS-13 con la gravedad. Se utilizé una técnica
ELISA para ADAMTS-13 (expresada en ng/mL) que en pacientes ambulatorios mostro
como resultado (n4) una media de 282.9+197.0, en pacientes moderados (n10) una
media de 231.0+95 y en criticos (n18) 130.7+123.1 (Figura 2).

Hay trabajos en los que se propone que como producto del dafio endotelial aumentarian
las concentraciones del factor vW, con la subsiguiente deficiencia relativa de
ADAMTS13 (33). Se han realizado ensayos prospectivos en pacientes con gravedad
leve a critica analizando el antigeno vW y ADAMTS13 obteniendo resultados donde
la relacion ADAMTS13/vW disminuyd continuamente a lo largo de la internacion en
la poblacion de pacientes graves. Dados nuestros resultados de ADAMTS-13 y no
habiendo estudiado los niveles de vW, consideramos ésta una importante linea de
investigacion a desarrollar, puesto que tal vez ayude a entender este fendémeno también

en otras patologias.

Inmunotrombosis: se ha reconocido en la actualidad una interaccion entre plaquetas

y PMN en los procesos infecciosos o inflamatorios de diversas etiologias.

Actualmente tenemos evidencias de una interaccion activadora de las plaquetas en los
procesos infecciosos via toll like receptor (TLR). Las plaquetas detectan patégenos
extrafios a través de receptores de reconocimiento de patrones (TLR), incluida la
deteccidn de virus y se coordinan con los PMN para estimular la liberacion de NET a
través de la sefializacion de quimiocinas, factores de la coagulacion (entre ellos VW),
factor 4 plaquetario (PF4) y proteinas de alta movilidad del grupo 1 (HMGB1)),
desempefiando un rol importante todo este conjunto en la respuesta inmunitaria

intravascular y contribuyendo a los cuadros inflamatorios en COVID-19.

Hoy se piensa que las NET pueden ser un nexo fundamental entre los fendbmenos
inflamatorios y trombéticos, a lo que se suma que diversos componentes de las NET

tienen un gran potencial como biomarcadores trombdticos.
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DISCUSION

Se ha observado correlacion entre la produccion de NET y la gravedad de la
enfermedad respiratoria en el COVID-19.

Las NET representan una defensa primitiva contra los invasores microbianos que
permite a los PMN capturar y eliminar fisicamente patdgenos, pero a su vez pueden

dafar la pared vascular y generar un proceso inflamatorio inmunotrombético.

Cada vez hay mas evidencias que la liberacién rapida de NET en el COVID-19
contribuye a una disfuncionalidad endotelial que podria ser responsable de la gravedad,
contribuir al SDRA vy falla multiorganica. Ha sido en pulmones de pacientes con
infeccion por SARS-COV-2 donde se han demostrado firmas de citoquinas
correspondientes a NET (34), pero no solo presente en el COVID-19, sino también

observable en otros sindromes inflamatorios sistémicos.

Los productos derivados de las plaguetas como PF4 se hallan en niveles elevados
durante la infeccion por SARS-COV-2 y se observan agregados de plaquetas y
neutréfilos en pacientes con COVID-19. El PF4, liberado de las plaquetas, se une a los
NET, haciéndolos compactos y mas resistentes a la ADNasa, Este ciclo de
retroalimentacién positiva de plaquetas/NET inicia y mantiene una cascada coagulante

que podria explicar, en parte, la patogenia de esta enfermedad.

Por altimo, tal y como hemos visto en el cuerpo de esta revision, sefialamos que los
resultados hallados en nuestros estudios se correlacionan, con estos planteos

patogénicos.

Queremos destacar que para validar nuestra revision de literatura médica internacional
usamos la metodologia que pudiera disminuir al maximo posibles sesgos, para que
tuviera sentido comparar los datos de nuestros estudios locales con los hallazgos de

otros centros globales.
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CONCLUSION

Nuestra linea de trabajo se centra en hallar biomarcadores que permitan estratificar
segun su gravedad pronostica los pacientes portadores de COVID-19 de forma precoz,

pudiendo lograr asi una optimizacion de los recursos terapéuticos necesarios.

Sabiendo que desde el punto de vista estadistico contdbamos con un bajo nimero de
pacientes estudiados, tratamos de validar nuestros resultados confrontandolos con los
hallados en la literatura internacional. La buena correlacion observada nos permitira

definir mejor el seguimiento de las lineas de investigacion.

Sabemos que es necesario explorar mas profundamente, pues muchos aspectos
permanecen sin dilucidar, pero consideramos que todo aporte es importante para
entender los procesos patogénicos y fisiopatologicos que involucran al endotelio,
inflamacion e inmunotrombosis en el COVID-19. Estos trabajos, a su vez, pueden
contribuir a una mejor comprension de otras patologias inflamatorias inmunes o

infecciosas que cursan con procesos que aun no se han sido totalmente aclarados.
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