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RESUMEN

La enfermedad por coronavirus 2019 (COVID-19) es una infeccién viral causada
por el coronavirus del sindrome respiratorio agudo severo 2 (SARS-CoV-2)
clasificada como la pandemia el afio 2020. Estudios recientes han demostrado
gue pacientes COVID-19 con peor prondstico presentan una alta neutrofilia y la
formacion de trampas extracelulares de neutrofilos (NETosis). Ademas,
alteraciones en el metabolismo glucidico se han descrito como factores de riesgo
de severidad en COVID-19 y como potencial secuela post infeccion. La
regulacion del metabolismo glucidico es clave en la activacion del neutrdfilo, sin
embargo, no estd claro si estas alteraciones pueden afectar la funcion del
neutroéfilo post COVID-19. El objetivo de este trabajo fue analizar la NETosis de
pacientes que padecieron COVID-19 y su relacion con alteraciones del
metabolismo glucidico. Parametros del metabolismo glucidico como glicemia,
insulina, HOMA-IR y la NETosis fueron medidos en 60 pacientes que cursaron
con COVID-19. Los resultados revelaron que 19 pacientes tenian alteraciones
metabdlicas previo al COVID-19 y de los 41 pacientes que no presentaron esta
comorbilidad, 26 pacientes desarrollaron insulinorresistencia (IR) 6 meses
posterior al COVID-19. Al analizar la NETosis, se observé que los pacientes que
desarrollaron IR a los 6 meses presentaron un aumento significativo de NETosis
basal con respecto a los 2 grupos. Ademas, se observGO un aumento de la

NETosis de neutrdfilos sanos expuestos al plasma de pacientes COVID-19 con



IR respecto a pacientes sin IR, lo que se correlaciond positivamente con los
niveles de insulina en el plasma. En conclusion, existe un aumento de incidencia
IR 6 meses-post-COVID-19 en pacientes sin alteraciones previas, los que
ademas presentaron un aumento de NETosis vital basal y un aumento en la

capacidad de inducir la formacién de NETs en neutrofilos sanos.



ABSTRACT

The infectious Coronavirus disease 2019 (COVID-19) caused by the severe acute
respiratory syndrome coronavirus 2 (SARS-CoV-2) has been classified a
pandemic during 2020. Recent studies have shown that COVID-19 patients with
worse prognosis exhibit high neutrophilia and develop more neutrophil
extracellular trap formation (NETosis). In addition, glucose metabolism alterations
have been considered risk factor for severe COVID-19 and potential sequalae
after infection. Regulation of the glucose metabolism is key for neutrophil
activation, however, it is unclear whether these alterations can affect neutrophil
function after COVID-19. The aim of this study was to analyze NETosis in
recovered COVID-19 and the relationship between alterations in glucose
metabolism and NETosis post COVID-19. Parameters of glucose metabolism
such as glycemia, insulin, HOMA-IR and NETosis were measured in 60 patients,
6 months after COVID-19. The results revealed that 19 patients had metabolic
alterations prior COVID-19 and from the 41 patients who did not present this
comorbidity, 26 patients developed insulin resistance (IR) 6 months after COVID-
19. NETosis was the analyzed, and patients who developed IR at 6 months
presented a significant increment in baseline NETosis with than the other two
groups. In addition, we observed higher percentages of NETosis in healthy
neutrophils exposed to plasma from COVID-19 patients with IR compared to

patients without IR, which correlated positively with the amount of insulin in



plasma. In conclusion, there is an increased incidence of IR 6 months-post-
COVID-19 in patients without previous alterations, who also exhibited increased

baseline NETosis and a higher potential to induce NETosis in healthy neutrophils.



INTRODUCCION

SARS-CoV-2, aspectos generales

El origen del SARS-CoV2 se remonta a un repentino brote de neumonia de origen
desconocido en diciembre de 2019 en la ciudad de Wuhan, China. El aumento
de los casos de neumonia en la region alerté a las autoridades locales, que luego
de realizar la caracterizacion del agente causal, determinaron que correspondia
a un pB-coronavirus, un virus de ARN de cadena Unica, con un giro positivo. Este
género de virus presenta un genoma de entre 27 a 32 kb y su genoma codifica
para 4 a 5 proteinas, la proteina espiga (S), la proteina de membrana (M), la
proteina de envoltura (E), la nucleocépside (N) y la hemaglutinin-esterasa (HE).
De acuerdo con el contexto clinico, se le ha dado mayor importancia a la proteina
S, puesto que esta interactla con la enzima convertidora de Angiotensina 2
(ACE-2) y es la via de entrada del virus a las células humanas (Rabaan et al.,
2020). Este nuevo coronavirus se denomindé SARS-CoV-2 causante del COVID-
19 y produjo una alerta a nivel internacional debido a su alta taza de contagio,
principalmente debido a la existencia de pacientes asintomaticos portadores del
virus. Posteriormente, en febrero del 2020, la OMS alert6 el potencial pandémico
de este nuevo virus (Lai, Shih, Ko, Tang, & Hsueh, 2020). Los sintomas
principales del COVID-19 son los de un resfriado comun, pero pacientes con
comorbilidades pueden desarrollar neumonia y posteriormente el sindrome de

distrés respiratorio agudo (ARDS), que aumentan su riesgo de muerte. El cuadro



severo de la enfermedad se caracteriza por la hipoxemia severa y el paciente
puede desarrollar dafio multiorganico, afectando principalmente a los rifilones y
al corazén (Zhou et al., 2020). El verdadero problema en la transmision del SARS-
CoV-2 recae en que este posee un periodo de incubacion de entre 4-8 dias post-
infeccion, por lo que pueden existir portadores infectantes del virus, pero
asintomaticos, lo que contribuye a la expansion de la infeccion (Rabaan et al.,
2020). Por esta preocupacion internacional se canalizan los esfuerzos en
descubrir los mecanismos por los cual el virus puede provocar una respuesta

severa en algunos pacientes y en otros no.

Durante la infeccion por SARS-CoV-2 existe una dinamica documentada de las
distintas células del sistema inmune, en donde se observa que existe linfopenia
recurrente en los pacientes severos (Liu et al., 2020; Marhl, Grubelnik, Magdi¢, &
Markovi¢, 2020; Qin et al., 2020; D. Wang et al., 2020). Otra célula a la que se le
ha atribuido un rol importante es al neutréfilo puesto que este aumenta en
circulacioén lo que se observa como neutrofilia en pacientes severos de COVID-
19 (Liu et al., 2020; Marhl et al., 2020; Qin et al., 2020; D. Wang et al., 2020; Zhou

et al., 2020).

Neutrofilos y glicemia, una relacion patolégica en COVID-19.

Los neutréfilos son leucocitos polimorfonucleares encargados de la respuesta

inmune innata, cuyo rol principal se encuentra mayormente en la inflamacién



aguda, normalmente son las primeras células reclutadas al sitio inflamatorio para
eliminar la infeccién. Frente a DAMPS o PAMPS los macrofagos residentes
producen una serie de procesos como el aumento de permeabilidad del endotelio
de los capilares cercanos, la liberacion de citoquinas y quimioquinas, lo que
produce como efecto final el reclutamiento de neutrdéfilos a la zona, luego que
estos completan su labor los macréfagos los eliminan y finaliza la respuesta
inflamatoria (Kolaczkowska & Kubes, 2013). Esto ocurre con normalidad en
pacientes leves de COVID-19, y en pacientes severos la cascada inflamatoria
iniciada por el macrofago producird IL-6 y IL-1B y ocurrira el reclutamiento de
neutroéfilos y células T citotéxicas, sin embargo, la respuesta no es resuelta por
lo que se produce un fendbmeno denominado tormenta de citoquinas, que es
caracterizado por la alta concentracion de citoquinas séricas como IL-6, IL-1p e

IL-8 (Soy et al., 2020).

En la médula ésea cuando hay un proceso inflamatorio ocurre un aumento de
produccion de neutréfilos y liberacidn a la sangre periférica (Liew & Kubes, 2019)
y se puede observar también durante la patologia severa de COVID-19. Los
neutréfilos migran al alvéolo y ejercen su accion biol6gica fagocitando, liberando
enzimas proteoliticas, produciendo especies reactivas de oxigeno (ROS) y
realizar la muerte celular por trampas extracelulares de neutréfilos (NETosis)
(Kolaczkowska & Kubes, 2013). Para llevar a cabo estos efectos usa un
metabolismo que depende de su mayoria de la glicolisis (Curi et al., 2020), en

donde por transformaciones enzimaticas convierten la glucosa finalmente en
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piruvato y obtienen ATP del proceso. Ademas, se ha descrito en un estudio de
Rodriguez-Espinoza y colaboradores, neutrofilos derivados de sangre periférica
de donantes sanos frente a medios carentes de glucosa estos neutréfilos
disminuyen su produccion de NETs casi al minimo aun siendo activados
mediante PMA (potente activador de la NETosis) (Rodriguez-Espinosa, Rojas-
Espinosa, Moreno-Altamirano, Lopez-Villegas, & Sanchez-Garcia, 2015) (Figura
1). Dentro de este mismo estudio se describié que la inhibicién de la glicolisis
mediante 2-desoxi-D-Glucosa (2DG) disminuye significativamente la formacién
de NETs (Rodriguez-Espinosa et al., 2015) e igualmente cuando se realiz6 una
incubacion con oligomicina (inhibidor de ATP sintasa), se observo una reduccion
de la NETosis respecto al control con medio sin inhibidor (Figura 2) (Rodriguez-
Espinosa et al., 2015), por lo que se han descrito a estas células como una diana
potencial en ciertas enfermedades inflamatorias en donde ocurre una
desregulacion de la respuesta inmune innata, en casos como enfermedades
autoinmunes y cancer. Ademas, se ha descrito un rol importante en la sepsis, en
donde cumulos de éstos en circulacion contribuyen a la falla multiorganica

promoviendo dafio tisular diseminado (Hoesel et al., 2005).
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Figura 1: Formacion de trampas extracelulares (NETs) con distintas condiciones del
medio de cultivo glucosa 4nM (GLU), glutamina 2nM (GLN) en azul tincion DAPI para
deteccion de ADN. Las dos columnas de la izquierda se tratan de neutroéfilos sin estimular
y las dos columnas de la derecha, estimulados por un forbol miristato acetato (PMA)

activador de nFx-f (via de sefalizacién inflamatoria) durante 3 horas. (Extraido de



Rodriguez-Espinosa, Rojas-Espinosa, Moreno-Altamirano, Lopez-Villegas, & Sanchez-

Garcia, 2015)
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Figura 2: Inhibicion farmacolégica de la glicolisis y de ATP sintasa disminuye la formacion
de NETSs. (a) Neutrdfilos aislados en medio RPMI-1640 completo fueron incubados con
2-desoxiglucosa, oligomicina o medio solo, la columna de la izquierda representa a

células sin activar y la columna derecha representa neutréfilos activados por PMA 100
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nm por 3h. (b) Medicion de NETosis mediante medicion del &rea del DNA con software
de imagen y comparaciones mediante analisis de varianza. (Extraido de Rodriguez-
Espinosa, Rojas-Espinosa, Moreno-Altamirano, Lopez-Villegas, & Sanchez-Garcia,

2015).
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NETs y su importancia en el sindrome de distrés respiratorio agudo.

La presencia de trampas extracelulares de neutrofilo juega un rol importante
dentro de la generacion de ARDS, debido que al extraer el fluido de lavado
broncoalveolar (BALF) se ha encontrado grandes cantidades de neutrofilos
(Grommes & Soehnlein, 2011). En modelos BALB/c murinos se ha visto que al
realizar la deplecién de los neutréfilos en circulacién, se genera una reduccion
significativa de las lesiones pulmonares asociadas a ARDS (Abraham, Carmody,
Shenkar, & Arcaroli, 2000). El dafio que producen los neutréfilos en el tejido
pulmonar se basa en la liberaciobn de enzimas proteoliticas como neutrdfilo
elastasa o la metaloproteinasa de matriz 9, y ademas la liberacion de NETs
(Adrover et al., 2020; Manzenreiter et al., 2012). Estos ultimos en particular han
sido descritos como una potencial causal de ciertas enfermedades como ARDS,
fibrosis quistica, entre otras, tanto en modelos murinos como humanos (Adrover
et al., 2020; Manzenreiter et al., 2012). Las trampas extracelulares de neutrofilo
son redes formadas por DNA descondensado, histonas citrulinadas (H3c),
diversas enzimas como mieloperoxidasa (MPO) o neutrofilo elastasa (NE), las
NETs contribuyen en la opsonizacién de los patdgenos y mediante este
mecanismo facilitar la fagocitosis (Brinkmann et al., 2004). El proceso de
liberacion de NETs depende en su mayoria de la glicolisis, producto de la
glicolisis se producird glucosa-6-fosfato que entrara a la via de las pentosas
fosfato, lo que provocara la produccién de NADPH, que a su vez inducira la

activacion de NADPH oxidasa, que provocara la liberacion de ROS, que activaran

13



a la enzima peptidil arginina deiminasa 4 (PAD4), que citrulina histonas y
descondensa el DNA vy libera las NETSs, provocando o no la muerte celular del
neutrofilo dependiendo del tipo de NETosis que ocurra (Figura 3) (Jorch & Kubes,

2017; Kumar & Dikshit, 2019; Liew & Kubes, 2019).
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Figura 3: Esquema del proceso de formacion de trampas extracelulares de neutréfilo
(NETs) NETosis. (a) Diferentes estimulos tales como PMA, anticuerpos o cristales de
colesterol, pueden inducir NETosis suicida, la que ocurre luego de horas de estimulacion.
Luego de la estimulacién de NADPH oxidasa, se producen especies reactivas de
oxigeno (ROS) y la enzima peptidil arginina deiminasa 4 (PAD4) se activa, lo que resulta
en la descondensacion de la cromatina. Después tanto neutrofilo elastasa (NE), como
mieloperoxidasa (MPQO) se translocan al nucleo para promover el despliegue de la
cromatina, lo que provoca la disrupcién de la membrana nuclear. La cromatina se libera
al citosol y se adhieren a ella proteinas citosélicas y de granulos, finalmente los NETs se
liberan a través de la ruptura de la membrana plasmética y el neutréfilo muere. (b) La
NETosis vital es inducida en minutos por S. aureus, a través de receptores del

complemento, ligandos TLR2, por E. coli por TLR4 directo o indirectamente TLR4 via
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plaquetas. PAD4 se activa con o sin ROS e induce la descondensacion de la cromatina,
luego se transloca NE al nlcleo para promover el despliegue de la cromatina y la
disrupcién de la membrana nuclear. Sin embargo, NETSs se liberan mediante vesiculas y
el neutrofilo se mantiene viable para realizar mas funciones como la fagocitosis y

quimiotaxis.(Extraido de Jorch & Kubes, 2017).
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Esto puede provocar desregulacion puesto que se ha demostrado que las NETs
en exceso pueden ejercer una activacion de la cascada inflamatoria que
promueve y gatilla la cascada de coagulacion lo que lleva a una excesiva
trombosis vascular (Fuchs et al., 2010). En estudios in vitro en células EA.yh926
se ha demostrado la citotoxicidad de los NETSs frente a distintos tipos de histonas
extracelulares, en donde una de las que mas accion citotoxica tiene es la H3 (Xu
et al., 2009), coincidentemente siendo la histona mas expresada en las trampas

extracelulares de neutrofilo.

Un estudio de 50 pacientes en el hospital académico de la Universidad de
Michigan determiné la cantidad de NETs en suero de 50 pacientes con COVID-
19, en el estado agudo de la enfermedad. Los pacientes presentaron un aumento

significativo de NETs respecto a controles sanos (Figura 4) (Zuo et al., 2020).
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Figura 4: Presencia de NETs en suero de pacientes COVID-19. Imagen superior suero
de pacientes control sanos e imagen inferior con suero paciente COVID-19. Con DAPI
representado de color azul se marca el DNA y con verde la enzima neutréfilo elastasa,

las flechas amarillas indican NETosis (Extraido de Zuo et al., 2020).
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En pacientes de COVID-19 severos es comun observar dafio en rifiones y a nivel
cardiaco, los cuales contribuyen directamente a la mortalidad de la enfermedad
(Bonow, Fonarow, O'Gara, & Yancy, 2020) y se podrian relacionar con un
aumento de NETs en el suero de pacientes de COVID-19. Los NETs inducen
agregacion plaquetaria y formacién de trombos, lo que lleva a la oclusion de
pequefios vasos sanguineos y dafia a Organos altamente irrigados por

microvasculatura como el corazon, los pulmones y los rifiones.

Control glicémico y severidad del COVID-19.

Otro eje importante para el mal pronostico de la enfermedad y el posterior
desarrollo de ARDS son las comorbilidades, las mas comunes a nivel nacional e
internacional son la hipertensién, la diabetes y la obesidad (Liu et al., 2020; D.
Wang et al., 2020; C. Wu et al., 2020). En un estudio realizado por Zhou y cols.
se analizaron los datos demograficos y clinicos de pacientes hospitalizados del
hospital de Wuhan y Jinyintan y se encontr6 que de la poblacién total de 191
adultos con diagndéstico COVID-19 positivo, un 30% del total presentaba
hipertension y de los pacientes que fallecieron un 48% tenian hipertension.
Ademas, un 19% de estos pacientes padecian diabetes y del total de fallecidos,
un 31% padecia diabetes (Zhou et al., 2020). En ese contexto se realizdé un
estudio para determinar la relacion entre la diabetes y el mal prondstico de
COVID-19 en el hospital Union de Wuhan. El estudio separ6 50 pacientes

COVID-19 en 2 grupos; diabéticos y no diabéticos, y los resultados arrojaron
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diferencias significantes en parametros inflamatorios como el dimero-D,
velocidad de sedimentacion eritrocitaria, entre otros. Dentro del mismo estudio
se comparo la tomografia computarizada (CT) de ambos grupos, cuantificandolo
como CT score, y se observo un aumento significante de dafio y anormalidades

en pacientes diabéticos (Figura 5) (Guo et al., 2020).
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(a) Non-diabetes Diabetes

CT score

Figura 5: resultados de CT de pacientes con y sin diabetes. (a) Imagenes representativas
de CT de pacientes con y sin diabetes, en pacientes con diabetes se observa aumento
de la opacidad vitral a nivel bilateral, lo que indica una disminucion de aire en los tejidos
pulmonares. (b) Gréfico de comparacion del CT score de pacientes con y sin diabetes.
p < 0,05 es considerado significante. CT: tomografia computarizada (Extraido de Guo et

al., 2020).
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Sin embargo, la diabetes no es el Unico ejemplo de un estado con control
glicémico alterado, ya que pacientes prediabéticos también presentan
alteraciones del control glicémico, sin alcanzar el diagnoéstico de diabetes, es
decir la glucosa en un rango entre 100-124 mg/dL. Se ha descrito que con esta
condicion de prediabetes existe un peor prondstico relacionado a la infeccion por
SARS-CoV-2 y la posterior enfermedad por COVID-19. En China de un estudio
de Li y colaboradores en poblacién de 453 pacientes hospitalizados, 129
padecian prediabetes y su condicion se asocié con un aumento del riesgo de
mortalidad con un Hazard ratio de 3,3 que eleva a 16,6 comparado con pacientes
normoglicémicos (Li et al., 2020). Esta tendencia se repite en un estudio en New
Jersey en el hospital Saint Barnabas Medical Center con 184 pacientes
hospitalizados por COVID-19, donde 44 poseian una previa prediabetes (Smith
et al., 2021). Un extenso metaandlisis realizados con diversos estudios y un total
de 3027 pacientes, se reportd que la relacion entre la severidad del COVID-19 y
la prediabetes se ve estadisticamente significativa con un O.R de 2,58 (95% CI,
1,46-4,56) por lo que pacientes prediabéticos son casi 2,6 veces mas propensos
de padecer un cuadro severo de COVID-19 (Heidarpour, Abhari, Sadeghpour,
Shafie, & Sarokhani, 2021). En Austria se realizé un estudio multicentro con 247
pacientes de los cuales se realiz6 un modelo de riesgo de mortalidad en base a
los parametros clinicos en pacientes diabéticos y prediabéticos, en donde se

observd que no existe diferencia significativa entre el riesgo de mortalidad de
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ambos grupos de pacientes, siendo en ambos grupos de pacientes mortalidad

elevada (Sourij et al., 2021).

Cabe destacar que producto de la relacion de la prediabetes y la severidad
investigadores han hipotetizado sobre cuél puede ser el rol de la resistencia a la
insulina dentro de estos pacientes, puesto que un parametro importante dentro
de los pacientes prediabéticos es la presencia de resistencia a la insulina. En un
estudio en el hospital de Wuhan de 151 pacientes se observo una relacion entre
el marcador de resistencia a la insulina denominado indice de triglicéridos y
glucosa (TyG) y la severidad del COVID-19, en donde se observé una asociacion
significativa con el incremento de riesgo de severidad y mortalidad O.R 2,9 para
ambos casos (Ren et al., 2020). Se ha descrito que pacientes sin diabetes o
prediabetes previo al COVID-19 presentan un mayor riesgo a desarrollar
resistencia a la insulina y por consiguiente alteraciones del metabolismo glucidico
post infeccion (Chen et al., 2021). En un estudio del hospital de Wenzhou se
realizd el seguimiento de 64 pacientes sin diabetes o prediabetes antes del
COVID-19 a 3y 6 meses luego de la infeccidn, en donde observaron un aumento
de marcadores de resistencia a la insulina como el péptido C, el indice HOMA-
IR, el indice TyG, entre otros a 3 y 6 meses del seguimiento respecto a la

condicion inicial de los pacientes (Figura 6) (Chen et al., 2021).
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119 *

TyG index

Figura 6: Seguimiento del indice TyG como marcador de insulino resistencia. Al realizar
la comparacion entre la condicion inicial de los pacientes se puede observar un aumento
significativo del indice de Triglicéridos y Glucosa (TyG) a los 3y 6 meses de seguimiento

mediante analisis de Varianza P<0,05. (Extraido de Chen et al., 2021)
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Por lo que hay una pregunta frecuente entre investigadores, ¢ Hay alguna relacion
entre el control glicémico de los pacientes y la severidad de la enfermedad? A
esta pregunta se ha propuesto la hiperglicemia como un mecanismo
fisiopatoldgico para la severidad del COVID-19, puesto que estudios previos de
SARS-CoV, virus de la familia de los coronavirus, se demostré que hay un
aumento en la distribucion de ACE-2 en distintos érganos, dentro de los cuales
se encuentra el pancreas. Se ha reportado que los pacientes hospitalizados por
SARS-CoV cursaban con diabetes producto de la inflamacion pancreética al
padecer SARS (Yang, Lin, Ji, & Guo, 2010). Estos hallazgos pueden sugerir que
el SARS-CoV-2 al poseer similitudes al SARS-CoV, podria provocar estrés
hiperglicémico en pacientes sin alteraciones metabdlicas previas. Igualmente se
ha descrito que al activar células mononucleares de sangre periférica con
agonistas de receptores tipo Toll 3 (TLR3), en concentraciones crecientes de
glucosa se produce una disminucién en la producciéon de IFN del tipo | conforme
aumenta la concentracién de glucosa (Hu, Xia, Butfiloski, & Clare-Salzler, 2018).
Y en el contexto actual, se ha descrito que frente a niveles elevados de glucosa
los monocitos infectados por SARS-CoV-2 presentan un aumento en la expresion

de ACE-2 y de IL-1p (Codo et al., 2020).

Por lo que, si la glucosa es un factor determinante en la desregulacion inmune es
importante determinar su implicancia en los distintos linajes que provocan la

severidad en la enfermedad, de esta forma hay carencia de datos que relacionen
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la alteracion del perfil glicémico en pacientes COVID-19 y la actividad de NETosis

de los neutrofilos.
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Problemay pregunta de investigacion

Actualmente con la informacion obtenida de las investigaciones acerca del
SARS-CoV-2 existe evidencia del pobre control glicémico y su relacion con la
severidad y a un peor prondgstico de la enfermedad, pero, no se conoce, ni se ha
descrito si existe alguna asociacidn entre las alteraciones del perfil de
metabolismo glucidico de los pacientes que sufrieron COVID-19 y su efecto en la

NETosis, respecto a pacientes sin alteraciones.

¢, Cual es la relacion entre la NETosis de pacientes que padecieron COVID-19 y

Su asociacion con alteraciones del metabolismo glucidico?

Hipotesis

Pacientes que padecieron COVID-19 y presentan alteraciones en el metabolismo
glucidico tendran un mayor porcentaje de NETosis respecto de pacientes COVID-

19 sin alteraciones.
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Objetivo General

Analizar la NETosis de pacientes que padecieron COVID-19 y su relacién con

alteraciones del metabolismo glucidico.

Objetivos especificos

1. Determinar las alteraciones del perfil del metabolismo glucidico en una
cohorte de 60 pacientes que cursaron COVID-19 con distintos grados de

severidad.

2. Evaluar la NETosis en una cohorte de 60 pacientes que cursaron COVID-

19 con distintos grados de severidad.

3. Asociar la NETosis de la cohorte de 60 pacientes que cursaron COVID-19
con la severidad de la patologia y las alteraciones del perfil del

metabolismo glucidico.
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MATERIALES Y METODOS

Determinar las alteraciones del perfil del metabolismo glucidico en una
cohorte de 60 pacientes que cursaron COVID-19 con distintos grados de

severidad

Recoleccidon de muestras

Las muestras de este estudio son provenientes de un reclutamiento realizado por
el estudio COVID1005, aprobado por del comité de ética del servicio de salud del
Biobio. El estudio COVID1005 cont6 con 60 pacientes que padecieron COVID-
19 con distinto grado de severidad. De acuerdo con la informacion recopilada de
su grado de severidad, 26 pacientes presentaron estado severo de la
enfermedad, 16 pacientes presentaron un estado moderado y los 18 restantes
presentaron un estado leve. Todas las muestras de los pacientes poseen una

ficha clinica asociados a la fase aguda de la enfermedad del hospital.

Ademas, las muestras de sangre periférica obtenidas mediante venopuncion a 6
meses post-COVID-19 se enviaron a procesar al laboratorio PreveGen, en donde
se obtuvieron los datos del perfil bioquimico de los pacientes, perfil lipidico,
proteinas de complemento, anticuerpos anti-SARS-CoV-2 y hemograma. El
plasma de las muestras asociadas a los pacientes se mantuvo a -80°C para su

utilizacién en el ensayo de Incucyte como se describe en los siguientes puntos.
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Etiquetado de muestras

Mediante el cédigo de muestra de los pacientes se organizd la informacion
relacionada a la comparacion del perfil bioquimico y otros parametros de los

pacientes en base a 4 grupos principalmente para la realizacion de este estudio.

El primer grupo consiste en 19 pacientes COVID-19 con metabolismo glucidico
alterado al inicio del estudio por el reporte médico obtenido de la fase aguda de
los pacientes COVID-19 ya sean pacientes con resistencia a la insulina o diabetes

mellitus Il.

Un segundo grupo de 26 pacientes que presentaron alteraciones a 6 meses en
su perfil de metabolismo glucidico en donde se consideré la glucosa elevada en
su perfil bioquimico con un valor >100 mg/dL (5,55 mmol/L), insulina y el indice
HOMA-IR > 2,5 considerandose al paciente insulinorresistente y de esta forma

paciente con metabolismo glucidico alterado.

Un tercer grupo de pacientes que no presentd alteraciones del metabolismo
glucidico en su fase aguda de COVID-19 y tampoco a los 6 meses post-COVID-
19 respecto a los criterios recientemente mencionados. Finalmente, el Ultimo
grupo de 14 sujetos se trata de un grupo de controles sanos que no contrajeron
COVID-19 desde el inicio del estudio y a los 6 meses, e igualmente no presentan

alteraciones del perfil del metabolismo glucidico.
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Evaluar la NETosis en una cohorte de 60 pacientes que padecieron COVID-

19 con distintos grados de severidad

Extraccion de PMN por gradiente de ficoll.

El aislamiento de PMN se realizé a partir de sangre periférica extraida por
puncién venosa de los 60 pacientes COVID-19 y 14 controles sanos, siguiendo
el protocolo propuesto por el fabricante (Axis-Shield). Para ello, se colectara por
puncién venosa 5 mL de sangre por cada donante; empleando tubos limpios,
estériles y con EDTA. Estos 5 mL de sangre total se adicionan cuidadosamente
sobre 2 mL del reactivo de separacion Polymorphprep (Axis-Shield), previamente
alicuotados en tubo falcén esterilizado de 15 mL. Luego las muestras se
centrifugaran a 702 g por 30 min a temperatura ambiente en una centrifuga de
rotor oscilante (Changsha Xiangyi centrifuge L-550). Posterior a la centrifugacion
se obtendran 2 anillos de leucocitos el superior corresponde a células
mononucleares y el inferior a células polimorfonucleares (PMN) y los eritrocitos
se encontraran como pellet (Figura 7), se extraerd el anillo superior y se
descartara, luego se extraera el anillo de PMN y se traspasara a otro tubo estéril
al que se le lavara con el doble de volumen del extraido en PBS estéril 10 mM
pH 7,2 y se someterd a otra centrifugacion a 400 g por 15 min, aqui se descartara

el sobrenadante y se resuspendera en 1 mL medio X-vivo con Ca?* 2pM tibio.
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Figura 7: Esquema de separacion de PMN mediante reactivo Polymorphprep (Extraido

de protocolo Axis-Shield)

Cuantificacion de NETosis mediante Live/Dead Dye y Sytox Blue por citometria

de flujo.

Se trabajé mediante un protocolo descrito en el trabajo de tesis de magister de
Daniela Flores del afio 2020. Se tomaron las PMN aisladas del paso anterior y se
realizd conteo de células viables mediante camara de Neubauer y azul de tripan,
obteniendo el total de células viables, se extrajeron 1x10° para determinar pureza
de la muestra mediante citometria de flujo por marcaje de CD16+. 1 x 108 células
fueron centrifugadas a 400 x g por 5 min, el sobrenadante fue descartado y el
pellet se resuspendié en 300 pL de una solucion en medio Xvivo sin suero, con

CaCl2 2 pM. Las muestras fueron incubadas durante 30 minutos a 37°C y 5%
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CO2. A continuacion, las células fueron lavadas con 1 mL de PBS 10 nM y
sometidas a centrifugacion a 400 x g por 5 min. Se descart6 el sobrenadante y el
pellet fue marcado con 500 uL de una solucién 1:3000 de LIVE/DEAD™ Far Red
durante 10 min a 4°C en oscuridad. Posteriormente las células fueron lavadas del
modo descrito anteriormente y resuspendidas en 150 uL de PBS 10 nM. 15 min
antes de la lectura por citometria, a cada muestra se le adicion6 150 pL de una
solucion 1:500 de Sytox Blue (Invitrogen) y se mantuvieron a temperatura
ambiente y oscuridad, transcurrido este tiempo se procesaron inmediatamente.
Las muestras fueron adquiridas en el equipo de citometria de flujo LSR Fortessa
X20 (BD Biosciences, USA) y los datos fueron analizados empleando el

programa FlowJo (Tree Star Inc.).

Cuantificaciébn de NETosis en neutr6filos humanos sanos expuesto a plasma

COVID-19 por Incucyte

En este ensayo se utilizé a 2 donantes sanos a los cuales se les extrajo sangre
por puncion venosa y se aislaron PMN segun lo descrito previamente en esta
metodologia. Se afiadieron 50 pL en que contenian 1 x 10* de PMN en medio X-
vivo suplementado con CaClz 2 pM a cada pocillo de una placa de 96 totales,
transparente de fondo plano. Posteriormente, se agregaron 50uL de los
diferentes plasmas de controles o pacientes COVID-19 en su fase aguda y
secuelados. Finalmente, se adicioné el marcaje de ADN Sytox Green

(Thermofisher) a una concentracion final de 30 nM y la placa fue puesta al interior
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del equipo Incucyte S3 (Essen Bioscience, Sartorious) para su seguimiento

microscopico en tiempo real, durante 24 h a 37°C y 5% CO2.

Asociar la NETosis de la cohorte de 60 pacientes que cursaron COVID-19
con laseveridad de la patologiay las alteraciones del perfil del metabolismo
glucidico.

Analisis de datos

Se realiz6 el andlisis estadistico datos mediante el software de andlisis
estadistico GraphPad Prism, por el cual primero se realiz6 la estadistica
descriptiva de la poblacién de datos para la data fisica de los pacientes (edad,
altura, peso, circunferencia de cintura, BMI), e igualmente para los parametros
de laboratorio. Luego se determind la normalidad de la poblacién de datos
mediante las pruebas de Anderson-Darling, D’Angostino & Pearson, Shapiro-
Wilk, Kolmogorov-Smirnov, la data que pasé cualquiera de las pruebas

mencionadas se consideré normal con un p >0,05.

Para la determinacion de diferencias entre grupos se empleé andlisis de varianza
(ANOVA) paramétricos 0 no paramétricos (Kruskall-Wallis) segun
correspondiese, e incluyendo correccion de Welch para desviaciones estandar
diferentes entre datos y con un p < 0,05 considerandose estadisticamente
significativo en la realizacion de las comparaciones estadisticas mediante

ANOVA.
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Finalmente, se establecié un andlisis de correlacion de Pearson o Spearman
segun correspondiese de la data entre parametros del metabolismo glucidico,
citoquinas y quimioquinas del plasma de pacientes COVID-19 en su fase aguda,
secuelada y la NETosis cuantificada por Incucyte considerando una correlacion

estadisticamente significativa con un valor de p < 0,05.
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RESULTADOS

Determinar las alteraciones del perfil del metabolismo glucidico en una
cohorte de 60 pacientes que cursaron COVID-19 con distintos grados de
severidad

La cohorte de 60 pacientes presento distintos grados de severidad de COVID-19,
distinguiéndose 3 grupos: primero 18 pacientes leves, luego 16 pacientes
moderados y finalmente un grupo de 26 pacientes severos, como se puede
observar en la Figura 8a, dentro del total de pacientes se observo que la mayoria
de los pacientes son hombres siendo 32, respecto a 28 mujeres como se puede
observar en la Figura 8b. Ademas, al relacionar la severidad con el sexo se
observa que los pacientes hombres tienen mayor prevalencia de un cuadro
severo-moderado, sin embargo, en el estado leve la mayoria de los pacientes se
trata de mujeres. De los 26 pacientes severos 16 corresponden a hombres, de
los 16 pacientes moderados 10 son hombres y finalmente en el caso de los 18
pacientes leves 6 son hombres tal y como se puede observar en la Figura 8c. Por
lo que se observa que los pacientes de sexo masculino presentan mayor
prevalencia de severidad en la enfermedad respecto a las pacientes de sexo

femenino.
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Hl 43.33% Severo
Bl 26.67% Moderado
Bl 30.00% Leve

HEl 53.33% Hombres
Bl 46.67% Mujeres

Total=60 Total=60

26.67% Severo Hombre
16.67% Severo Mujer
16.67% Moderado Hombre
10.00% Moderado Mujer
10.00% Leve Hombre
20.00% Leve Mujer

oooEmn

Total=60

Figura 8: Descripcion de la cohorte de 60 pacientes de COVID-19 provenientes del
hospital Victor Rios-Ruiz. En base: (a) Severidad del cuadro agudo de COVID-19. (b)

Distribucion de pacientes por sexo. (c) Severidad asociada al sexo del paciente.
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De la data obtenida de reporte médico del total de 60 pacientes se obtuvo que la
media de edad para los pacientes ronda los 46,4 afios, en el caso de la media de
peso son 84,3 kg, la altura promedio de la cohorte corresponde a 1,65 m, el indice
de masa corporal (BMI) promedio corresponde a 31,1 kg/m?, y finalmente el
promedio de circunferencia de cintura es de 108,6 cm como se puede observar

en la tabla I.
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Tabla I: Descripcion fisica de la cohorte de pacientes COVID-19 reclutados del hospital

Victor Rios Ruiz de Los Angeles.

Pardmetros Pacientes
N 60
Edad (afios) 42,4 +13,3(20-74)
Peso (kg) 84,3 + 15,4 (48 -130)
Altura (m) 1,65+0,10(1,45-1,82)
BMI (kg/m?) 31,1+4,97(18,5-42,5)
Circunferencia de cintura (cm) 108,6 £ 9,5 (88 -130)

Valores informados en media * desviacion estandar (valor minimo — valor maximo).
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Ademas, se realizé la misma estadistica descriptiva, pero, se hizo la separacion
de la cohorte entre hombres y mujeres, para observar las diferencias entre ambos
grupos de pacientes. En el caso de la cohorte femenina, se observé que la edad
promedio se trata de 47,4 afos, el peso medio es de 77,9 kg, la media de altura
es de 1,57 m, el promedio de BMI es de 31,6 kg/m? y finalmente la circunferencia
de cintura es de 109,3 cm todo como se puede observar en la tabla 2. En
comparacion la cohorte masculina se observé que la edad promedio trata de 45,6
afos, la media del peso es de 89,9 kg, la altura es de 1,71 m, el BMI es de 30,6
kg/m? y finalmente la circunferencia de cintura es de 107,9 cm tal y como se

puede observar en la tabla Il.
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Tabla ll: Descripcion de la cohorte separada por sexo y comparaciones de parametros

fisicos.
Pardmetros Hombres Mujeres
N 32 28
Edad (afos) 45,6 + 13,4 (20 -74) 47,4+ 12,9 (23 -71)
Peso (kg) 89,3 + 15,6 (61 -130) 77,9 +12,7 (48 -104)*
Altura (m) 1,71+£0,06(1,59-1,82) | 1,57 £0,07 (1,45 - 1,68)*
BMI (kg/m?) 30,6 +4,42 (20,9-41,9) | 31,6 +5,55 (18,5 - 42,5)
Circunferencia de cintura
(cm) 107,9+£8,4 (92 - 130) 109,3 + 10,7 (88 - 128)

Valores expresados en media + desviacion estandar (valor minimo — valor maximo).* p

<0,05
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Finalmente se analiz6 los grupos sanguineos de 50 de los 60 pacientes en donde
se determiné la distribucion en la cual se puede observar que del total 33
pacientes son del grupo O siendo la mayoria, luego la distribucion continua con
10 pacientes del grupo A, 5 pacientes del grupo B y finalmente 2 pacientes del

grupo AB tal y como se puede observar en la Figura 9.
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B 20.00% A
BN 10.00% B
B 66.00% O
B 400% AB

Total=50

Figura 9: Distribucion de grupos sanguineos de cohorte de 50 pacientes COVID-19.
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En el caso de las secuelas pulmonares se puede observar la cohorte presenta
una distribucion heterogénea con una mayoria con solo la tomografia
computarizada (TC) abdominal alterada siendo 23 pacientes de los 60, en el caso
de DLCO alterada son 5 pacientes, los pacientes que presentan ambos valores
alterados son un total de 14, y finalmente aquellos que no presentaron ninguno
de estos valores alterados son 18 pacientes tal y como se puede observar en la

Figura 10.
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Bl 8.33% DLCO alterado

Bl 38.33% TC abdominal alterada

B 23.33% DLCO + TC alterados

B 30.00% Sin alteraciones respiratorias

Total=60

Figura 10: Distribucién de secuelas pulmonares tanto del test de difusion del mondxido
de carbono (DLCO) y de la tomografia computarizada (TC) abdominal de los 60

pacientes COVID-19.(En colaboracién con Tesis de Bioquimica de Sergio Sanhueza)
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Una vez terminada la descripcion de la cohorte en términos generales, se clasifico
mediante alteraciones del perfil del metabolismo glucidico, en cuyo caso al inicio
del estudio se determind mediante reporte médico las comorbilidades y
alteraciones de los 60 pacientes, de la cual se reportd 19 pacientes que
presentaban alteraciones ya sea diabetes mellitus tipo Il, o resistencia a la
insulina, mientras que los 41 pacientes restantes se trataban de pacientes sin
alteraciones del metabolismo glucidico reportadas, tal y como se puede observar

en la Figura 1la.

Luego de la obtencion de datos provenientes de PreveGen acerca del perfil
bioquimico, se clasific6 nuevamente estos pacientes para observar la diferencia
de la distribucion en este caso 6 meses post-COVID-19, en donde se observo
gue el grupo de los 41 pacientes que no presentaban alteraciones al inicio del
estudio se dividié en 2 grupos, un grupo que se mantenia sin alteraciones del
metabolismo glucidico y un nuevo grupo que desarroll6 IR resistencia a 6 meses

de su fase aguda de COVID-19 como se puede observar en la Figura 11b.
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Total=60 Total=60

Bl 31.67% IR o diabetes reportada
Bl 31.67% IR o diabetes reportada Bl 43.33% Desarrolla IR

Bl 68.33% No condiciones reportadas Bl 25.00% No presenta IR

Figura 11: Distribucion de alteraciones del metabolismo glucidico en la cohorte de 60
pacientes COVID-19. (a) En la condicién inicial del estudio, en fase aguda de COVID-

19. (b) Posterior a 6 meses de la fase aguda de COVID-19.
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Sabiendo que la cohorte se dividié en 3 grupos se afiadi6 un grupo control de 14
sujetos que no padecieron COVID-19. Luego se realizé la comparacion entre
distintos parametros de laboratorio en estos 4 grupos de estudio para ello se
realizo un analisis de varianza (ANOVA), comenzando con el analisis de un panel
de citoquinas séricas las cuales son IL-12, TNFa, IL-6, IL-1p e IL-8 en el cual se
puede observar que para IL-12 y TNFa no existen diferencias significativas entre
los 4 grupos de estudio (Figura 12a-b). En el caso de IL-6 se puede observar que
existe un aumento significativo de esta citoquina de los pacientes que
presentaban IR desde el comienzo del estudio respecto a los pacientes que no
desarrollaron IR, y también se puede observar que el grupo que desarrollé IR 6
meses post-COVID-19 presentd un aumento significativo respecto al grupo de
pacientes que no desarrollé IR (Figura 12c). Luego en el caso de IL-1b, se puede
observar que el grupo de pacientes que presentaba IR al inicio del estudio
presentd una disminucién significativa de esta citoquina respecto a los pacientes
gue desarrollaron IR y el grupo control (Figura 12d). Finalmente se observé que
los pacientes que tenian previa IR y los que desarrollaron IR, presentaron un
aumento significativo de IL-8 respecto al grupo control y los que tenian previa IR,
presentaron un aumento significativo respecto a los pacientes que no

desarrollaron IR (Figura 12e).
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Figura 12: Comparacién mediante analisis de varianza (ANOVA) entre grupos de estudio
de la cohorte de pacientes COVID-19 en base a la cuantificacion de citoquinas. (a) IL-

12. (b) TNF. (c) IL-6. (d) IL-1p. (e) IL-8. * p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001.
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A continuacion, se realizé la comparacion de la medicion del panel de
guimioquinas CXCL-10, CCL-2, CXCL-9 y CCL-5 entre los grupos de estudio, de
igual forma mediante un ANOVA. En el caso de CXCL-10 se observo que el grupo
de pacientes con previa IR presentaron un aumento significativo de la
guimioquina sérica, respecto a los pacientes que no desarrollaron IR y al grupo
control (Figura 13a). CCL-2 se encuentra significativamente aumentada en todos
los grupos de pacientes, respecto al grupo control (Figura 13b). En CXCL-9 se
observd que tanto en el grupo de pacientes con previa IR y los pacientes que
desarrollaron IR presentan un aumento significativo respecto al grupo control, sin
embargo, los pacientes con IR previa presentan ademas un aumento significativo
frente a pacientes que no desarrollaron IR (Figura 13c). Finalmente, la ultima
qguimioguina CCL-5 se observd que pacientes que presentan nueva IR vy
pacientes que no desarrollaron IR poseen un aumento significativo respecto al

grupo control (Figura 13d).
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Figura 13: Comparacién mediante analisis de varianza (ANOVA) entre grupos de estudio
de la cohorte de pacientes COVID-19 en base a la cuantificacion de quimioquinas. (a)
CXCL-10. (b) CCL-2. (c) CXCL-9. (d) CCL-5. * p< 0,05; ** p < 0,01; ** p < 0,001; **** p

< 0,0001.
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Los siguientes resultados comparados entre grupos corresponden a las proteinas
del complemento para observar si existe alguna relacion entre estos grupos, por
lo que se realiz6 un ANOVA para las proteinas C3a, C4a y C5a. En el caso de
las proteinas C3a y C4a no se observan diferencias significativas entre grupos
(Figura 14a-b). Y en el caso de C5a se puede observar un aumento significativo
del grupo de pacientes con previa IR, respecto a los pacientes que desarrollaron

IR 6 meses post-COVID-19 (Figura 14c).
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Figura 14: Comparacién mediante analisis de varianza (ANOVA) entre grupos de estudio
de la cohorte de pacientes COVID-19 en base a la cuantificacion de proteinas de

complemento. (a) C3a. (b) C4a. (c) Cha. * p < 0,05.
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Respecto al perfil glicémico se realizaron las mismas comparaciones entre
grupos mediante una prueba de ANOVA, comparando glicemia, insulina y
HOMA-IR. Se observé que la glicemia aumenté significativamente en el grupo
de pacientes con previa IR, respecto a los pacientes que no desarrollaron IR y el
grupo control, sin embargo, no se observan diferencias significativas entre el
grupo de pacientes que desarrollaron IR con los pacientes que no desarrollaron
IR y el grupo control (Figura 15a). Luego respecto a la insulina se puede observar
un aumento significativo entre ambos grupos de pacientes con IR, ya sea previa
0 nueva, respecto a los pacientes que no desarrollaron IR y el grupo control
(Figura 15b). Finalmente, en el indice HOMA-IR se pueden observar las mismas
diferencias que en la insulina sérica, viéendose que ambos grupos de pacientes
con IR presentan un aumento significativo respecto al grupo que no desarroll6 IR

y los sujetos controles (Figura 15c).
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Figura 15: Comparacién mediante analisis de varianza (ANOVA) entre grupos de estudio
de la cohorte de pacientes COVID-19 en base a la cuantificacion de glicemia, insulina 'y
HOMA-IR. (a) Glicemia. (b) Insulinemia. (c) HOMA-IR. * p < 0,05; ** p < 0,01; *** p <

0,001; **** p < 0,0001.
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Luego se realizd el andlisis de los distintos parametros asociados al perfil
bioquimico entregado por PreveGen de la cohorte de pacientes. Para ello se
comenzo con la Urea en donde no se observan diferencias significativas entre los
4 grupos (Figura 16a). Luego en la creatinemia se puede observar que existe una
disminucién significativa entre los pacientes con nueva IR respecto al grupo
control y en el resto de los grupos se observé la misma tendencia, sin embargo,
sin significancia estadistica (Figura 16b). En el caso del acido arico no se
observaron diferencias significativas entre grupos (Figura 16c). En el caso del
calcio se puede observan una tendencia a la disminucién de todos los grupos de
pacientes respecto al grupo control, sin embargo, no se observa significancia
estadistica (Figura 16d). En el fosforo se observé un aumento significativo en el
grupo de pacientes con previa IR respecto a los pacientes que no desarrollaron
IR y el grupo control (Figura 16e). Para la enzima lactato deshidrogenasa (LDH)
se observo que no existen diferencias significativas entre grupos (Figura 16f). Y
finalmente, para la creatina quinasa total (CK total) se pudo observar que existe
un aumento significativo en el grupo de pacientes con nueva IR, respecto a los

pacientes que no desarrollaron IR y el grupo control (Figura 16g).
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Figura 16: Comparacién mediante analisis de varianza (ANOVA) entre grupos de estudio
de la cohorte de pacientes COVID-19 en base a la cuantificacion de parametros del perfil
bioquimico. (a) Urea. (b) Creatinemia. (c) Acido urico. (d) Calcio. (e) Fosforo. (f) Lactato
deshidrogenasa (LDH). (g) Creatina quinasa total (CK Total). * p < 0,05; ** p < 0,01; ***

p < 0,001.
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Seguido del perfil bioquimico se realizaron las comparaciones mediante ANOVA
del perfil lipidico. Para este analisis se comenzo con el colesterol total, en donde
no se observaron diferencias significativas entre los 4 grupos de pacientes
(Figura 17a). Luego se realizo la comparacion de los dos tipos de colesterol,
comenzando por el colesterol de alta densidad HDL, en donde se observé que
pacientes con previa IR y que desarrollaron IR presentaron una disminucién
significativa respecto al grupo control y en el caso del colesterol de baja densidad
(LDL) no se observaron diferencias entre grupos (Figuras 17b-c). Finalmente, en
los triglicéridos no se observaron diferencias significativas entre los 4 grupos de

estudio (Figura 17d).
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Figura 17: Comparacién mediante analisis de varianza (ANOVA) entre grupos de estudio
de la cohorte de pacientes COVID-19 en base a la cuantificacion de parametros del perfil
lipidico. (a) Colesterol total (Col Total). (b) Colesterol HDL (Col HDL). (c) Colesterol LDL

(Col LDL). (d) Triglicéridos. * p < 0,05.
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Seguido al perfil lipidico se realizo la comparacion de los parametros del perfil
hepatico, mediante ANOVA. El primer parametro analizado por comparacion fue
la bilirrubina total, en donde no se observaron diferencias significativas entre los
grupos de estudio (Figura 18a). Se continuo el analisis mediante la bilirrubina
directa y la indirecta, que en ambos casos no se observaron diferencias
significativas (Figuras 18b-c). Luego se analizd las proteinas totales que no
presento diferencias significativas entre los 4 grupos, resultado que se mantuvo
en el andlisis de albumina y globulinas, y de igual forma no se encontré
diferencias entre la relacion albumina/globulinas (Figura 18d-g). Respecto a las
enzimas hepéticas se observdé que las transaminasas tanto la alanina
aminotransferasa (GOT) como la aspartica aminotransferasa (GPT) no presentan
diferencias significativas, resultado que se repite con la gamma glutamil

transferasa (GGT) y la fosfatasa alcalina (Figura 18h-k).
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Figura 18: Comparacién mediante analisis de varianza (ANOVA) entre grupos de estudio
de la cohorte de pacientes COVID-19 en base a parametros del perfil hepatico. (a)
Bilirrutina total. (b) Bilirrubina directa. (c) Bilirrubina indirecta. (d) Proteinas totales. (e)
Albumina. (f) Globulinas. (g) Relacion A/G. (h) Alanina aminotransferasa (GOT). (i)
Aspartica aminotransferasa (GPT). (j) Gamma glutamil transferasa (GGT). (k) Fosfatasa

Alcalina.
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Lo siguiente que se analiz6 fue el hemograma, mediante ANOVA entre los 4
grupos de estudios tal y como se ha realizado con el resto de los parametros. Se
comenzo con el hematocrito en donde no se observaron diferencias significativas,
al igual que la hemoglobina, y el conteo de eritrocitos (Figura 19a-c). Para los
indices relacionados al eritrocito se observé que no hay diferencias significativas
en el volumen corpuscular medio (VCM) y la hemoglobina corpuscular media
(HCM), entre los 4 grupos, sin embargo, en el caso de la concentracion de
hemoglobina corpuscular media (CHCM) se observd una disminucién
significativa en los pacientes que no desarrollaron IR respecto al grupo control
(Figura 19d-f). Luego se analiz6 el conteo de leucocitos, en donde se observo
gue existe un aumento significativo en leucocitos en el grupo de pacientes con
previa IR, respecto a los pacientes que no desarrollaron IR (Figura 199). Y en los
porcentajes de los leucocitos, no se observaron diferencias significativas entre

linfocitos, monocitos y granulocitos entre los 4 grupos (Figura 19h-j).
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Figura 19: Comparacién mediante analisis de varianza (ANOVA) entre grupos de estudio
de la cohorte de pacientes COVID-19 en base a los parametros del hemograma. (a)
Hematocrito. (b) Hemoglobina. (c) Conteo de eritrocitos. (d) Volumen corpuscular medio
(VCM). (e) Hemoglobina corpuscular media (HCM). (f) Concentracién de hemoglobina
corpuscular media (CHCM). (g) Conteo de leucocitos. (h) %Linfocitos. (i) %oMonocitos. (j)

%Granulocitos . * p < 0,05.
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Finalmente, el ultimo analisis de comparacion entre grupos de los parametros de

laboratorios fueron los anticuerpos anti-SARS-CoV-2. En el caso de la IgM, se

puede observar un aumento significativo de IgM en pacientes con nueva IR

respecto al grupo control (Figura 20a). Para la IgG se observd que todos los

grupos de pacientes poseen un aumento significativo respecto al grupo control, y

también el grupo de pacientes con previa IR presenta un aumento significativo

respecto a los pacientes que desarrollaron IR 6 meses post-COVID-19 (Figura

20b).
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Figura 20: Comparacién mediante analisis de varianza (ANOVA) entre grupos de estudio
de la cohorte de pacientes COVID-19 en base a la cuantificacion de anticuerpos anti-
SARS-CoV-2. (a) IgM anti-SARS-CoV-2. (b) IgG anti-SARS-CoV-2. * p < 0,05; * p <
0,01; *** p < 0,001; **** p < 0,0001 (En colaboracién con tesis de bioquimica de Romina

Quiroga).
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Evaluar la NETosis en una cohorte de 60 pacientes que padecieron COVID-

19 con distintos grados de severidad

La evaluacion de la NETosis se realizé mediante 2 métodos, el primero se enfocé
en observar la respuesta de NETosis en los neutrofilos aislados de la cohorte de
pacientes en condiciones basales y frente a citoquinas (TNF, IL-6). Primero se
antes de realizar la determinacion de NETosis, se determind primero la poblacion
de neutrofilos de la muestra, por lo que se realizé el analisis en el software
FlowJo. Por lo que, lo primero que se realiz6 fue determinar la poblacion de
neutroéfilos en la muestra de PMN. Por lo que se comenzo con la separacion de
las poblaciones celulares mediante side scatter (SSC) y forward scatter (FSC),
en los cuales se determind la poblaciéon de granulocitos (Figura 21a), luego se
seleccionaron las células individuales o singletes (Figura 21b) y finalmente se
separd la poblacion de células mediante CD16 y Siglec8, por lo que las células

gue se observaron CD16+ Siglec8- se tratan de Neutrdéfilos (Figura 21c).

Luego siguiendo los mismos pasos de poblacién de granulocitos, separacion de
singletes, se realiz6 la separacion mediante marcaje con Live/Dead Dye y Sytox
Blue de las muestras observandose una poblacién de neutrdéfilos que no estaban
realizando NETosis y viables puesto que son Live/Dead dye- Sytox Blue-, una
poblacién de células que esta realizando NETosis, puesto son Sytox Blue+ y de

esta poblacion se pueden separar las células viables es decir Live/Dead dye- y
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en proceso de NETosis por lo que son Sytox Blue+, esta poblacién se trataria de

neutrofilos pasando por el proceso denominado NETosis vital (Figura 21d).
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Figura 21: Estrategia de gattering para la cuantificacion de NETosis mediante citometria
de flujo. (a) Seleccion de células polimorfonucleares mediante SSCy FSC. (b) Seleccién

de células Unicas y eliminacion de células en doblete. (c) Determinacion de la poblaciéon
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de neutrdfilos puros en muestra de células PMN aisladas. (d) Método de cuantificacién

de NETosis mediante Sytox Blue y Live/Dead Dye.
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Una vez definida la estrategia para determinar las poblaciones de células
realizando NETosis total y vital, se realiz6 la comparacion mediante ANOVA entre
3 grupos, pacientes con previa IR, pacientes que desarrollaron IR y pacientes
gue no desarrollaron IR tal y como se habian determinado en el objetivo anterior.
En el caso de la NETosis basal se pudo observar que existe un aumento
significativo de NETosis total basal en ambos grupos de pacientes con IR,
respecto a los pacientes que no desarrollaron IR (Figura 22a). Sin embargo, en
el caso de la comparacion de NETosis vital se observé un aumento significativo
de la NETosis vital basal de los pacientes que desarrollaron IR 6 meses post-
COVID-19 respecto a los 2 otros grupos de pacientes (Figura 22b). En la
activacion con TNF e IL-6 se observo que en NETosis total y vital se observa un
aumento significativo del grupo de pacientes que desarrollé IR respecto a los

pacientes que no desarrollaron IR (Figura 22c-d).
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Figura 22: Comparacion mediante analisis de varianza (ANOVA) entre grupos de estudio
de la cohorte de pacientes COVID-19 en base a la cuantificacion de NETosis. (a)
NETosis total basal (%) (b) NETosis vital basal (%). (c) NETosis total TNF IL-6 (%). (d)
NETosis vital TNF IL-6 (%). * p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001.
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Finalmente se determino la influencia del ambiente en la NETosis de neutrofilos
sanos, por lo que se expuso neutréfilos de un donante sano al plasma de
pacientes COVID-19 segun el protocolo descrito en la metodologia, luego esto
se evalu6é mediante el equipo Incucyte. Es por ello por lo que se realizo la
exposicidon de neutrofilos humanos sanos de plasma de pacientes en fase aguda,
secuelada y también frente a plasma de pacientes control. La medicion de
NETosis se realizo de forma manual mediante la observacion de fotos tomadas
por el equipo en intervalos de una hora y se realizé la discriminacién de las
células en NETosis en base a la observacion de la tincidon Sytox Green al exterior
de la célula (Figura 23) se obtiene el porcentaje con relacién al conteo total de

células del equipo.
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Figura 23: Imagen representativa de NETosis a cuantificar mediante Incucyte y tincion

Sytox Green.
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Al realizar la determinacion de la NETosis se observo que tras 6 horas aumenta
la cantidad de células apoptoticas y no se observan diferencias en la NETosis en
pacientes control por lo que se realizé la cuantificacion y una curva de cinética
de NETosis desde 0 horas hasta las 6 horas en base a esa curva se realizé un
ANOVA en modelo mixto para la curva de cinética y las comparaciones entre

grupos.

Primero se realizé la curva relacionada al plasma agudo en donde se observo
gue existe un aumento significativo en el grupo de pacientes con IR a las 4 horas
respecto al plasma del grupo control y un aumento significativo a 5, 6 horas

respecto al grupo control y a los pacientes sin IR (Figura 24).
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Figura 24: Curva cinética de formacién de trampas extracelulares de neutréfilo en

neutrofilos de donantes sanos por la exposicion al plasma de fase aguda (COVID-19) de

los grupos de estudio, en cuantificacibn mediante fotografias Incucyte y analisis de

varianza (ANOVA) de dos vias. * p < 0,05; ** p < 0,01.
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Luego se realizé la comparacion entre la NETosis en el tiempo en neutréfilos
sanos frente a la exposicion de plasma en estado secuelado de los pacientes
COVID-19 con IR, sin IR y el plasma de sujetos control. Se observé que existe
un aumento significativo de la NETosis en los neutréfilos sanos desde 1 hasta 6
horas, ademas se observd un aumento significativo de la NETosis producto del

plasma de pacientes con IR respecto a pacientes sin IR a 1, 5y 6 horas (Figura

25).
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Figura 25: Curva cinética de formacion de trampas extracelulares de neutrdfilo en
neutrofilos de donantes sanos por la exposicion al plasma de fase secuelada (COVID-
19) de los grupos de estudio, en cuantificacion mediante fotografias Incucyte y analisis

de varianza (ANOVA) de dos vias. * p < 0,05; ** p < 0,01.
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Asociar la NETosis de la cohorte de 60 pacientes que cursaron COVID-19
con laseveridad de la patologiay las alteraciones del perfil del metabolismo

glucidico.

Finalmente se realiz6é un analisis de correlacién entre los distintos parametros del
metabolismo glucidico a 3 tiempos, 0, 2 y 6 horas. Se empezo por la glicemia en
donde se observa correlacion levemente positiva entre este parametro y el
porcentaje de NETosis en los 3 tiempos, sin embargo, no presenta significancia

estadistica (Figura 26a-c).
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Seguido se realiz6 un andlisis de correlacién con la insulina y se observé una
correlacion positiva y significativa a 0, 2 y 6 horas entre los niveles de insulina 'y

el porcentaje de NETosis en neutrofilos sanos (Figura 27a-c).
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(c) %NETosis a tiempo 6h.
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En seguida se realiz6 la correlacion con el indice HOMA-IR y el porcentaje de
NETosis en neutréfilos sanos, donde se observo correlacion positiva a tiempo 0
y estadisticamente significativa, sin embargo, a 2 horas disminuye la correlacion

y pierde la significancia lo que se observa igualmente a las 6 horas (Figura 28a-

C).
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Finalmente se realiz6 un andlisis de correlacion entre el porcentaje de NETosis
en neutréfilos sanos y la cantidad de distintas citoquinas en el plasma de los
pacientes al que fueron expuestas estas células. Primero se determiné en IL-12
en donde se observo una correlacion levemente positiva entre las dos variables
a 0 y 2 horas, sin embargo, no es significativa estadisticamente y a 6 horas la

correlacion disminuye donde se acerca a ser nula (Figura 29a-c).
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La siguiente citoquina la cual fue analizada fue TNF en donde se observo una
correlacion positiva significante a tiempo 0y 2 horas con el porcentaje de NETosis
en neutrdéfilos sanos, sin embargo, la correlacién se vuelve nula a las 6 horas y

pierde significancia estadistica (Figura 30a-c).
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Luego se realiz6 el analisis de correlacion con IL-6 y el porcentaje de NETosis,
en donde se observo una correlacion nula a tiempo 0, sin embargo, a 2 horas se
observa una correlacion positiva elevada y significativa, que disminuye a 6 horas,

pero, sigue siendo significativa (Figura 31a-c).
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Seguido se realizé la correlacion del porcentaje de NETosis e IL-8 en donde se
observd una correlacion nula y no presenta significancia en todos los tiempos

estudiados (Figura 32a-c).
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Finalmente se realizé la correlacién con IL-1p donde se observa una correlaciéon
negativa a los tres tiempos de estudio, sin embargo, no es estadisticamente

significativa (Figura 33a-c).
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DISCUSION

En base a los resultados obtenidos de la descripcion de la cohorte, vale destacar
que la mayoria de pacientes moderados y severos corresponden a hombres ,
como se puede observar en la Figura 8, lo que es esperable debido a que la
infeccion por SARS-CoV-2 se trata de una infeccion que posee un riesgo mayor
de severidad en hombres que en mujeres (Brodin, 2021). En promedio los
pacientes masculinos presentan significativamente mayor peso y altura que las
pacientes femeninas, sin embargo, al realizar la medicion de BMI y circunferencia
de cintura no se observa significancia, por lo que se puede observar una cohorte
homogénea y en promedio con obesidad tanto hombres como mujeres. En base
a la informacion de los grupos sanguineos se puede destacar un dato importante
puesto que segun bibliografia existen metaanalisis asociados a la probabilidad
de contagio y el grupo ABO (Almadhi et al., 2021; Mufiz-Diaz et al., 2021; Wu,
Gu, Yu, Yang, & Shen, 2020), en este caso la mayoria de pacientes de la cohorte
poseen el grupo O (Figura 9), lo que se contrasta con bibliografia, en donde se
observd mayor probabilidad de contagio en grupo A y menor en grupo O. Un
metaanalisis de 31.100 personas a lo largo del mundo determindé que habia
menor probabilidad de contagio en pacientes con grupo sanguineo O (B.-B. Wu
et al., 2020), de igual forma en el mismo estudio se observo un aumento de la
tendencia a cuadros severos en individuos con grupo AB y menor severidad en

pacientes con grupo O (B.-B. Wu et al., 2020). Estas tendencias se pueden
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observar en mas estudios en donde se observé un mayor riesgo de severidad
para el grupo Ay AB, respecto a pacientes grupo O (Almadhi et al., 2021; Hoiland
et al., 2020; Mufiz-Diaz et al., 2021; Shelton et al., 2021). La distribucion ABO
observada podria diferenciar la poblacion chilena de poblacién en otros paises,
sin embargo, en base a la cohorte tan pequefa esas conclusiones no se pueden
alcanzar. Varios pacientes presentaron secuelas pulmonares, tanto estructurales
observadas mediante el TC abdominal, como funcionales mediante DLCO, esto
era lo esperado puesto que la mayoria de los pacientes se trataban de pacientes
gue cursaron la patologia en estado severo o moderado tal y como se observo

en la Figura 10.

Un resultado interesante que se relaciona con la data proveniente de la
bibliografia es que los pacientes que no presentaban alteraciones metabdlicas,
ya sea diabetes o prediabetes 6-meses-post infeccion aguda de SARS-CoV-2
comenzaron a padecer resistencia a la insulina y alteraciones de la glucosa en
ayunas (Figura 11) tal y como describe Chen y colaboradores en su seguimiento
de 64 pacientes desde su estado inicial (Chen et al., 2021). Ademas, otros
estudios mantienen que la hiperglicemia e IR son partes importantes y
caracteristicas del cuadro severo de COVID-19 y el ARDS (Govender, Khaliq,
Moodley, & Naicker, 2021; Logette et al., 2021; Reiterer et al., 2021). La cohorte
de pacientes COVID-19 que desarrolld IR luego de 6 meses, mediante un
examen de tolerancia a la glucosa oral (PTGO) podrian haber sido clasificado en

pacientes con glucosa alterada en ayunas (GAA) si presenta glucosa entre 100-

99



125mg/dL en ayunas y < 140mg/dL a las 2h post-carga, o podrian ser clasificados
en pacientes con intolerancia a la glucosa oral (IGO) si presenta < 126mg/dL de
glucosa en ayunas y entre 140-199mg/dL a las 2h post-carga, ambas
clasificaciones por si mismas o combinadas corresponden a prediabetes segun
lo establecido en la guia clinica de la diabetes mellitus tipo 2 del ministerio de
salud de Chile (Minsal, 2010). Debido a que tal examen no se realizé no se puede

realizar la confirmacion de que tipo de alteracion poseen los pacientes.

En base a las comparaciones de los grupos de estudios planteados en nuestra
investigacion, no se logran observar diferencias en las mayorias de las citoquinas
sin embargo un resultado interesante es que tal y como se observé en la Figura
12 los pacientes que poseian resistencia a la insulina o una condicion metabdlica
cronica como la diabetes presentan menor IL-13 respecto a los pacientes que
presentan IR post-6 meses lo que diferencia a ambos grupos. Esta citoquina es
secretada principalmente por los monocitos, lo que puede indicar un cambio de
secrecion de los monocitos a nivel basal en los pacientes con alteraciones
cronicas previas a la infeccion. Sin embargo, esta cantidad de IL-1p reducida
sumada al hecho de que posee en general una mayor cantidad de quimioquinas
con efecto quimio-atrayente a monocitos como se puede observar en la Figura
11, podria sugerir que el reclutamiento y quimiotaxis estd funcionando

correctamente, sin embargo, la secrecion de citoquinas se encuentra alterada.
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En el perfil glicémico se observo lo esperado ya que los pacientes diabéticos o
IR previos al estudio presentaron mayor glicemia e insulina respecto a los
pacientes que desarrollaron de novo (Figura 15), debido a que si la infeccion por
SARS-CoV-2 empeora la condicion metabdlica, estos pacientes tienen tendencia
a descompensarse. Respecto a los parametros del perfil bioquimico se observé
un aumento significativo de CK total en los pacientes que desarrollaron IR, lo que
puede indicar un proceso de necrosis de algunos tipos de 6rganos o glandulas
por ejemplo podria ser el pancreas, y es interesante puesto que autores han
hipotetizado como lesiones leves a nivel pancreatico producto del SARS-CoV-2
podrian llevar a la resistencia a la insulina e incluso al desarrollo de T2DM
(Hayden, 2020; Hunt et al., 2021), sin embargo, para comprobar ese vinculo se
requieren de mas estudios y antecedentes ya que no hay estudios que hagan la

comprobacion de la hipétesis.

El andlisis de anticuerpos es destacable puesto que nuevamente se observa una
diferencia significativa entre los 3 grupos de pacientes en estudio, en donde se
observa que los pacientes con previas alteraciones metabdlicas presentan una
mayor produccién de IgG anti-SARS-CoV-2 respecto al resto de los pacientes
(Figura 20) lo que podria ser producto de la baja inflamacién de grado crénico
producto del aumento en la secrecion de citoquinas proinflamatorias y factores
angiogénicos, que lleva a estos pacientes a una mayor activacion celular y por
consecuencia mayor cantidad de células plasmaticas productoras de IgG anti-

SARS-CoV-2. En bibliografia se ha determinado que la hiperglicemia en diabetes
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no parece influyente en la respuesta humoral anti-SARS-CoV-2 (Lampasona et
al., 2020), sin embargo, se requieren mas datos para entender la relacion de la

produccion de anticuerpos y las alteraciones metabdlicas.

En términos de la NETosis se puede observar primero que hay una tendencia en
promedio de los pacientes con nueva IR de tener mayor NETosis respecto a
ambos grupos (Figura 22). Sin embargo, es destacable que existe un aumento
significativo en la NETosis de los pacientes con nueva IR en condiciones basales
respecto a los pacientes con previa IR. Esto es un posible indicativo de una
reactividad basal de los neutrdfilos y una tendencia a sefializar para la produccién
y liberacion de NETs. Estos hallazgos pueden sugerir que los neutréfilos de los
pacientes que desarrollaron IR presentan vias de sefalizacion mas activadas que
otras, lo que abre una posibilidad de estudio a nivel de mecanismo. Es interesante
notar esto ya que se ha descrito ampliamente en la bibliografia que producto de
la glucosa los neutréfilos tienden a liberar mas NETs (Amini et al.,, 2018;
Injarabian, Devin, Ransac, & Marteyn, 2020; Kumar & Dikshit, 2019; Rodriguez-
Espinosa et al., 2015; L. Wang et al., 2019; Yousefi et al., 2019), lo que en este
caso no se cumple puesto que los pacientes con previa IR presentan glicemia
significativamente mayor que los pacientes con nueva IR (Figura 15), por lo que
puede ser un indicador del rol de la insulina como un modulador de la NETosis o
directamente de la funcién del neutréfilo. Esto se suma al antecedente que el
plasma de los pacientes COVID-19 con IR en el ensayo de Incucyte presentaron

mayor NETosis en neutréfilos sanos que los plasmas de los pacientes que no
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poseen la condicién y el plasma de los controles sanos (Figura 24 y 25), en
ambos tipos de plasmas, en la fase aguda como en la secuelada se puede
observar ese resultado, sin embargo, en fase aguda era esperable puesto que el
plasma de estos pacientes poseen una gran cantidad de citoquinas y otros
mediadores inflamatorios, y se ha descrito por diversos autores que citoquinas
proinflamatorias pueden gatillar NETosis como TNF-a, IL-8, IL-6 (Barbu,
Mendelsohn, Samsel, & Thein, 2020; Du et al., 2022; Keshari et al., 2012). Sin
embargo, en el caso del plasma secuelado en donde hay niveles de citoquinas

proinflamatorias menores que en fase aguda se mantiene esa tendencia.

Producto de esta diferencia se propuso el andlisis de correlacién entre las
citoquinas, parametros del metabolismo glucidico y la NETosis provocada en
neutroéfilos sanos por el plasma de pacientes COVID-19 (Figuras 26-33). Dichos
resultados son interesantes puesto que presenta una correlacion significativa la
insulina con el porcentaje de NETosis observado (Figura 27). Por lo que se
observa un rol de la insulina y la glicemia se ve en segundo plano puesto que no
presenta una correlacion tan pronunciada, ni significativa (Figura 26). Respecto
a las citoquinas hay 2 datos interesantes y es cémo la IL-6 posee una gran
correlacion a 2h, pero disminuye con el tiempo, lo que lleva a pensar que ambos
factores la insulina y la IL-6 actan en sinergia para gatillar la NETosis ya que IL-
6 se ha descrito como gatillante de liberacién de NETs (Barbu et al., 2020; Du et
al., 2022). Finalmente, la IL-1p se ve con una correlacion negativa, que no es

significativa (Figura 33). Pero, se puede relacionar con el dato que observamos
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en la comparacion entre grupos, donde disminuia IL-1 (Figura 12). Debido a que
gran parte de los sueros de pacientes del andlisis de Incucyte se presentaban en
el grupo de los pacientes con previa IR esto puede sugerir un rol contrario a la

NETosis en los neutrdfilos.
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CONCLUSIONES Y PROYECCIONES

Es importante concluir que, frente al andlisis de la cohorte, tendencias como la
prevalencia masculina en la severidad de COVID-19 es coincidente en nuestra
poblacion de pacientes como lo observado en bibliografia. Se observa que la data
no cumple con lo analizado internacionalmente en la relacion entre el grupo ABO
y la propension a la infeccion y severidad, en la cohorte de estudio por lo que
proyectar un estudio a nivel nacional de este dato relacionado a la severidad es
una potencial determinante para esclarecer si el vinculo es conservado en la

poblacion general o si existe alguna diferencia con la poblacion chilena.

Existe una mayor incidencia de IR post-6 meses de la fase aguda del COVID-19
en la cohorte de pacientes, lo que es importante puesto que una potencial forma
de controlar las huellas metabdlicas del COVID-19 serian realizar tratamientos
anticipados a pacientes con sobrepeso o obesidad e infeccion con SARS-CoV-2,
de igual forma proyectar un analisis de secuelas respiratorias relacionadas con
las alteraciones metabdlicas puede ser un foco de estudio emergente dado los

datos que se observan en el analisis de esta cohorte.

Existe una mayor NETosis en pacientes COVID-19 tanto con previa como nhueva
IR respecto al grupo sin alteraciones, por lo que se puede concluir primero que
la hipotesis de este estudio se cumple. Ademas, se genera otra oportunidad y

proyeccion de estudio y es la posibilidad de analizar las vias de sefalizacion
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asociada a la insulina debido a su correlacion con la NETosis observada en los

resultados.

Finalmente, concluir que la NETosis se observo no solo depende del ambiente
inflamatorio como tal, depende también del ambiente metabdlico como se pudo

observar en los analisis de correlacion.
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GLOSARIO
SARS: Sindrome Respiratorio Agudo Severo.
SARS-CoV-2: Coronavirus del Sindrome Respiratorio Agudo Severo 2.
COVID-19: Enfermedad por Coronavirus 2019.
NETs: Trampas Extracelulares de Neutrofilo.
NE: Neutrdfilo Elastasa.
MPO: Mieloperoxidasa.
NETosis: Muerte celular por NETs.
ARDS: Sindrome de Distrés Respiratorio Agudo.
IR: Insulino Resistencia.

T2DM: Diabetes Mellitus Tipo 2.

HOMA-IR: Modelo Homeostético de Evaluacion de Resistencia a la Insulina.

PMN: Polimorfonucleares.
BALF: Fluido de lavado broncoalveolar.

CT: Tomografia computarizada.
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ANEXOS

1-A Consentimiento informado

E%rln"ilf:

Efico

ot Cientifica

[Samicio Solud Biobio
N° 98
Ref.: Respuesta Solicitud de Aprobacién Protocolo
“Neumonia Viral Secundaria a Corona Virus en el
Complejo Asistencial Dr. Victor Rios Ruiz”
Los Angeles, 06 de Abril de 2020

A Investigador Principal Sr. Gonzalo Labarca Trucios

DE: Comité Etico de Investigacion
Estimado Investigador:

El Comité Etico Cientifico del Servicio de Salud Biobio, en
su sesion ordinaria de fecha 26.03.2020 ha analizado los antecedentes remitidos
por Ud. en relacién a solicitud de aprobacion protocolo en referencia, resolviendo
lo siguiente:

1. Valor del estudio: La investigacion aportara nuevos antecedentes sobre
los atributos clinicos del COVID-19, perfiles demograficos de los pacientes con
diagndstico de neumonia, desenlaces a corto y largo plazo segdn nivel de
severidad del cuadro. Acumulando evidencia objetiva, que a futuro contribuira a
reforzar las medidas de prevencion primaria y de manejo posterior de pacientes
hospitalizados con diagnostico de neumonia secundaric a Covid-19 en un
establecimiento de salud plblica a nivel local.

1 Validez cientifica: Estudio observacional, prospectivo de core
transversal.
2. Discriminacion arbitraria: Se ajusta a criterios de inclusion y exclusion

delimitados en el marco de la investigacion.

3. Relacion riesgo-beneficio: La probabilidad de que ocurra un efecto
nocivo a consecuencia de la implementacién de la investigacion es baja.

4. Consentimiento informado: Se debe ajustar a lo indicado los articulos
37, 10°, 14° v 15° de la Ley N° 20584 sobre consentimiento informado (CI) con
sUs exigencias y excepciones y el Derecho de las personas a decidir
informadamente.
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EN CONSECUENCIA,

En virtud de los antecedentes tenidos a la vista, y toda vez que el procedimiento
puesto en marcha, se ajuste a los articulos mencionados en el punto 4, este
Comité ha resuelto "aprobar’ la realizacion del protocolo de investigacion en

referencia.

Toma conocimiento de:

Vv
V'
"
Vv

¥

Formulario Acceso CEC.

Protocolo de Investigacion.

Consentimiento Informado.

Carta de autorizacion de: Director Complejo Asistencial Dr. Victor
Rios Ruiz.

Curriculo Vitae Investigador Principal.

Sin otro particular, les saluda muy atentamente,

CARLOS VILLARROEL INOSTROZA
PRESIDENTE
COMITE ETICO CIENTIFICO

En respuesta a su solicitud el CEC (Comité Etico Cientifico) se reunié en sesién ordinaria con fecha 26.03.2020 estando
presente Or. Carlos Villarroel, A.5 (MC) Patricia Messenger, E.U. Cecilia Alvarade y B.Q. Felipe Riguelms.

DISTRIBUCION:

-Interesado.
-Archive
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Universidad de Concepcion
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Comité de Etica, Bioética y Bioseguridad

CEBB 676-2020.

Concepcian, julio de 2020.

CERTIFICADO

El Comité de Etica, Bioética y Bioseguridad de la Vicerrectoria de Investigacion y Desarrollo de la
Universidad de Concepcion ha revisado el PROYECTO CODIGO COVID1005, adjudicado en la
CONVOCATORIA DE LA SUBDIRECCION DE REDES, ESTRATEGIA Y COMOCIMIENTO - AGENCIA
NACIONAL DE INVESTIGACION Y DESARROLLO 2020, titulado “EL EFECTO COLATERAL DE LA DEFEMSA
FRENTE AL COVID-19: ANALISIS DE LA RESPUESTA INFLAMATORIA Y SU ASOCIACION CON UN
POTENCIAL DANOC PULMONAR EN PACIENTES RECUPERADOS QUE CURSARON COVID-19 SEVERO,
MODERADO ¥ ASINTOMATICO”, presentado por la DRA. ESTEFANIA NOVA LAMPERTI, en calidad de
Investigadora Responsable, académica adscrita al Departamento de Bioguimica Clinica e Inmunologia de
la Facultad de Farmacia de la Universidad de Concepcidn, comprobando que cumple con las normas y
principios éticos y bioéticos y con los procedimientos de bioseguridad, establecidos nacional e
internacionalmente para investigacidn cientifica que contempla manipulacion de material bioldgico de
origen humano (sangre) y sus residuos, tanto bioldgicos como quimicos, asi también datos de salud.

Considerando que los casos de personas con infeccion por 5ARS-CoV-2 leve o moderada y los
casos de pacientes hospitalizados con infecciones severas en nuestra poblacion chilena es relevante en el
contexto actual de emergencia sanitaria por la pandemia declarada por la Organizacidn Mundial de la
Salud (marzo/2020], los estudios contemplados en el marco de este proyecto de investigacion suponen
analizar la respuesta inmune efectiva a SARS-CoV-2 en pacientes recuperados a COVID-19 a 1, 2 y 10
meses post infeccion. Para esto buscara determinar la asociacion entre mecanismos inmunoldgice
hurnorales y celulares y parametros inflamatorios sistémicos con un potencial dafio pulmonar a i H
mediano plazo en una cohorte de pacientes gque cursaron COVID-19 con cuadro asintomatico, m __é'
o severo, conforme se indica como objetivo general. =l

o
CORATE e
rad-@-‘u:s.

El desarrollo metedoldgico del PROYECTO CODIGO COVID1005 detalla de manera rigu Sla_
ejecucion de las actividades descritas en 05 (cinco) objetives especificos, a saber: inicialmente pretente—
medir el titulo y la especificidad de anticuerpos anti-SARS-CoV-2 de clase 1gG/IgM en una cohorte de 50
pacientes recuperados de COVID-19 a 1, 2 v 10 meses post infeccion; después prevé analizar la activacidn
molecular vy la produccion de citoguinas de neutrofilos, monocitos y linfocitos B en esta muestra de
pacientes recuperados para, a continuacion, determinar los parametros sistémicos de inflamacion de la
misma muestra; con los datos obtenidos propone evaluar la funcién pulmonar y la progresidn del estado
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de salud de los pacientes para, finalmente, asociar los pardmetros inmunaldgicos humorales y celulares
y parametros sistémicos de inflamacion con la severidad de la patologia cursada y un potencial dafio
pulmonar en la muestra de pacientes.

En este estudio para identificar la asociacion entre pardametros inflamatorios celulares vy
sistémicos y su relacion con el dano pulmonar a 1, 2 y 10 meses post-infeccion, la participacion de cada
sujeto — pacientes mayores de 18 afios, cuya atencion fue realizada en el Centro de Salud Familiar
(CESFANM) de Hualgui y en el Complejo Asistencial “Dr. Victor Rios Ruiz”, de Los !ingcles (Provincia de
Concepcidn y del Biobio), que desarrollaron COVID-19 asintomatico (n=10), moderado (n=20) o severo
(n=20), provenientes del sistema publico como privado, urbano y rural, ademas de controles sanos
(n=10) desde el Laboratorio Clinico PreveGen de Concepcidn- estard basada en el proceso de
Consentimiento Informado. Este proceso sera documentado, conforme modelo presentado a este
Comite institucional, y regularmente firmado.

Para el estudio, observacional de caracter basico-traslacional, se requiere la obtenciaon de datos
clinicos y por esto se realizard la toma de muestra de sangre de los participantes, las que se utilizaran
para hemograma, inmunofenotipo y ensayos funcianales, y la fraccion de suero, para medir anticuerpos
y parametros sistémicos de inflamacidn. Aun considera el estudio de la funcion respiratoria y evolucidn
clinica que se realizarda mediante un examen por tomografia computarizada de torax de alta resolucion,
espirometria basal y posterior a broncodilatacion. Ademads, se entregaran encuestas generales del estado
de salud con escala de depresidn de BECK, escala de ansiedad y animo de HDAS y formulario de calidad
de vida mediante Saint George Respiratory Questionnaire. Por dltimo, prevé estudio de suefio con la
escala de Epworth y una poligrafia respiratoria + Actigrafia.

Toda la informacion y los resultados de los estudios enmarcados en este PROYECTO CODIGO
COVID1005, serdn custodiados por la Investigadora Responsable, Dra. Estefania Nova Lamperti.

La ejecucidn de las actividades descritas en el proyecto en pauta asegura que no vulnera los
derechos y la dignidad de los participantes en el estudio, garantizando la autonomia, la libertad, la
voluntariedad y la privacidad de los mismos, presentando para ello los métodos de proteccion que
aseguran la confidencialidad de los datos de investigacion y de custodia estricta de la informacion
obtenida, observando todas las caracteristicas formales y necesarias para su validez.

Todos los aspectos del trabajo metodoldgico, se encuentran detalladamente descritos en la
propuesta del proyecto y las actividades serdn realizadas por el personal cientifico, profesional y de
apoyo del Departamento de Bioguimica Clinica e Inmunoclogia de la Facultad de Farmacia de la
Universidad de Concepcion y de las instituciones asociadas. El equipo de investigadores de la Universidad
de Concepcidn cuenta con la calificacion y destrezas necesarias para llevar a buen término los diferentes
ensayos que se tiene contemplado, bajo la rigurosa aplicacion de protocolos de trabajo establecidos y de
caracter rutinario en las respectivas dependencias de nuestra Casa de Estudios superiores. Por tanto, si

manipulacion estara bajo los cuidados adecuados y necesarios, asi como también observando las
pertinentes,
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El tratamiento y disposicion de los residuos bioldgicos y quimicos generados en el desarrollo del
presente proyecto dentro del Laboratorio de Imunologia Molecular e Translacional, en la Facultad de
Farmacia de la Universidad de Concepcion, proyecto de investigacion titulado “EL EFECTO COLATERAL
DE LA DEFENSA FRENTE AL COVID-19: ANALISIS DE LA RESPUESTA INFLAMATORIA Y SU ASOCIACION
CON UN POTENCIAL DANO PULMONAR EN PACIENTES RECUPERADOS QUE CURSARON COVID-19
SEVERO, MODERADO Y ASINTOMATICO" ohserva los derechos asegurados en la Declaracién Universal
de los Derechos Humanos, los derechos y principios de la Declaracion Universal sobre Bioética y
Derechos Humanos, las Normas Eticas de la Organizacion Panamericana de la Salud para Investigaciones
con Sujetos Humanos, la Constitucion de la Repdblica de Chile, la Ley N* 20.120 "Sobre la Investigacion
Cientifica en el Ser Humano, su Genoma y Prohibe la Clonacion Humana®, la Ley N2 20.584 que “Regula
los derechos y deberss que tienen |as personas en relacion con acciones vinculadas a su atencidn en
salud” y la Ley N*19.628, “Sobre Proteccion de la Vida Privada”. Asi también, sigue las Sugerencias para
Escribir un Consentimiento Informado en Estudios con Personas, del Comité Asesor de Bioética
FONDECYT/CONICYT. Ademas, cumple con el Manual de Normas de Bioseguridad y Riesgos Asociados
[Version 2018), normas formalizadas por la Comisidn Nacional de Investigacidn Cientifica y Tecnoldgica —
CONICYT y adoptadas por la Agencia Nacional de Investigacidon y Desarrollo = ANID, con el Reglamento
de Manejo de Residuos Peligrosos de la Vicerrectoria de Asuntos Econdmicos v Administrativos de la
Universidad de Concepcion y su respectivo Plan de Manejo de Sustancias y Residuos Peligrosos
[MATPEL), asi también con los principios y normas obligatorias delineadas con base en la Declaracion de
Singapur sobre la Integridad en la Inwestigacidn (2010) para investigadores de proyectos CONICYT,
[conforme lo establecido por la Resolucion Exenta N2 157, del 24 de enero de 2013) y no muestra
eglementos que puedan transgredir las normas y principios éticos rectores de nuestra Institucion
Universitaria, este Comité resuelve aprobarlo, confiriendo el presente Certificado.

/v
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DRA. M. ANDREA RODRIGUEZ TASTETS
PRESIDENTA
COMITE DE ETICA, BIOETICA Y BIOSEGURIDAD
VICERRECTORIA DE INVESTIGACION ¥ DESARROLLO
UNIVERSIDAD DE CONCEPCION
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1-B Manejo de residuos

Eliminacién de material con residuos biolégicos, quimicos o radioactivos.

Toda gestidon, manejo, acopio temporal y eliminacion de residuos provenientes
del proyecto se regiran por el manual de manejo de residuos peligrosos de la
universidad de concepcion y cumpliéndose el decreto supremo N°148/2003 —
“‘Reglamento sanitario sobre manejo de residuos peligrosos”. Y siguiendo las

indicaciones para el retiro por RESPEL.

CLASIFICACION Y MANEJO DE RESIDUOS BIOLOGICOS
Universidad de Concepcion

Tipo de Residuo | Definicion Almacenamiento y Retiro Contenedor o bolsa
Residuos Corresponden SOLO a tejidos humanos, Deben ser almacenados a temperaturas inferiores a 4°C hasta | Bolsa de

biolégicos restos de tejidos humanos, materiales ser retirados por la unidad RESPEL o empresa externa®. autoclave

(tipo 1) contaminados con fluidos humanos (sangre, amarilla

orina) y restos de animales contaminados
con bacterias o virus patdgenos.

Residuos Corresponden a materiales cortopunzantes | Deben ser almacenados a temperaturas inferiores a 4°C hasta | Caja
cortopunzantes | (agujas, lancetas, hojas de bisturi, ser retirados por la unidad RESPEL o empresa externa®. cortopunzante
biolégicos escalpelos) que se han utilizado con fluidos amarilla

(tipo 2) y tejidos humanos o en disecciones de

animales contaminados con bacterias o
| virus patégenos.

Residuos bio- Corresponden a animales o restos de Deben ser almacenados en bolsas para residuos inertes color | Bolsa para

inertes animales de experimentacion que NO estan | negro, resistente al volumen y peso del residuo, a | residuos inertes

(tipo 3) contaminados con bacterias o virus temperaturas inferiores a 4°C hasta ser retiradas por la unidad | color negro
patdgenos u otras sustancias peligrosas. RESPEL para su disposicion final. En caso de que el residuo

corresponda a una muestra preservada, se debe separar de la
fraccion liquida (ej. formalina, alcohol), la que debe ser
almacenada como residuo quimico.

Residuos Corresponden a materiales cortopunzantes | Deben ser almacenados en contenedores plasticosde 4 u 8 Contenedor
cortopunzantes | (agujas, lancetas, hojas de bisturi, kg, etiquetados comao “Cortopunzante inerte”, hasta ser plastico4u8kg
inertes escalpelos) que NO han estado en contacto | retirados por la unidad RESPEL para su disposicién final

(tipo 4) con tejidos humanos, restos de tejidos

humanos, fluidos humanos (sangre, orina),
ni restos de animales contaminados con
bacterias o virus patdgenos.

Residuos Corresponden a materiales de cultivo que Deben ser entregados a la unidad RESPEL, SOLO después de | Bolsa de

microbiolégicos | han estado en contacto con bacterias no ser inertizados mediante autoclave o desinfectados en un | autoclave

(tipo 5) patdgenas y que han sido inactivados por bafio con solucion de hipoclorito de sodio al 1% durante 1 | transparente o .
esterilizacién con autoclave o por hora. En caso contrario, no se procedera con el retiro. La | blanca (solo =
desinfeccién en un bafio con solucién de unidad RESPEL entregara bolsas de autoclave solo cuando éste | para autoclave) =
hipoclorito de sodio. sea el método utilizado de inactivacion.

(*) El retiro desde la Facultad de Medicina, Facultad de Odontologia, DISE y Centro RAI, serd una vez a la semana a través de empresa externa Stericycle y la unidad
RESPEL. El resto de las facultades que generen este tipo de residuos debera gestionar retiro mensual a través de la unidad RESPEL.

Instructivo elaborado en colaboracion con la Facultad de Ciencias Bioldgicas. Revisado 15-01-2016
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