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Resumen- Abstract.

La enfermedad por coronavirus 2019 (COVID-19) es una enfermedad infecciosa
respiratoria que en casos graves provoca dificultad respiratoria aguda y estado
inflamatorio exacerbado al inducir la activacion de neutréfilos y macréfagos. Los
neutréfilos expresan la calprotectina, la cual magnifica el estado inflamatorio al
liberar citocinas proinflamatorias. Por lo tanto, el objetivo de este estudio es asociar
los niveles de la calprotectina con la severidad de la COVID-19 en pacientes
hospitalizados. Material y métodos: se evaluaron los niveles de calprotectina en 66
pacientes hospitalizados por COVID-19 en el Hospital Civil de Guadalajara Dr. Juan
I. Menchaca utilizando el Human Calprotectin ELISA KIT ab267628 (Abcam,
England). Ademas, se calcul6 el puntaje de COVID-GRAM y se determinaron los
niveles de biometria hematica, LDH (kit de lactato deshidrogenasa; ByoSystems) e
IL-6 (kit ELISA de alta sensibilidad para IL-6 humana; Invitrogen). Y se realizé un
seguimiento de los pacientes para observar su progresion a ventilacion mecanica
invasiva (VMI) y su desenlace. Resultados: se encontraron diferencias significativas
en los niveles de la calprotectina en pacientes con VMI (2655 ng/mL) con respecto
a los que no requirieron (1807 ng/mL) y un aumento en los niveles para un riesgo
alto por COVID-GRAM, tipos de suplementacion respiratoria y la mortalidad. Los
niveles de la calprotectina se correlacionaron negativamente con el porcentaje de
linfocitos (-0.27; p< 0.05) y positivamente con la DHL (0.44; p< 0.05), IL-6 (0.32; p<
0.05), el conteo de linfocitos (0.301; p< 0.05) y neutrdfilos (-0.317; p< 0.05).
Conclusiones: Los niveles de calprotectina podrian ser un indicador de la severidad
de la COVID-19, ya que se encontraron niveles elevados en pacientes con
necesidad de VMI, alto riesgo en la escala COVID-GRAM y mayor mortalidad, lo
gue apoya su utilidad en manejo de pacientes hospitalizados por COVID-19.
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1. Introduccion.

La enfermedad COVID-19 es causada por el agente etiolégico SARS-CoV-2, un
virus con forma de peplomeros de RNA monocatenario de cadena positiva y
pleomoérfico que presenta un tamario de 60 a 140 nm y un peso 8.4 hasta 12 kDa
(1-5). La COVID-19 presenta sintomas similares a la gripe con dificultad respiratoria
aguda y estado inflamatorio agudo, el 80% de los pacientes presenta sintomas leves
y moderados; sin embargo, entre 5 al 10% presenta estados severos que incluso
pueden conducir a la muerte (6-8).

La principal afeccién provocada por el SARS-CoV-2 es el SDRA (del inglés acute
respiratory distress syndrome) que se caracteriza por insuficiencia de oxigeno a los
pulmones y baja concentracion de oxigeno en sangre, lo cual induce la insuficiencia
respiratoria y es la causa del 70 % de las muertes por la COVID-19 (9-12). EI SDRA
se presenta debido a que el SARS-CoV-2 induce una respuesta inflamatoria
sistematica desregulada con un aumento significativo de citocinas proinflamatorias
y quimiocinas de células efectoras inmunoldégicas, a la cual se le denominé como
“tormenta de citocinas”, esta caracteristica clinica se asocia con 28 % de casos
letales por la COVID-19 (13-15). La tormenta de citocinas es causada
principalmente por la activacion exacerbada de la respuesta inmunitaria innata al
inducir la activacion de neutrofilos y macrofagos (16,17).

Los genes S100A8 y S100A9, codifican dos polipéptidos que forman un dimero para
dar una proteina funcional llamada calprotectina, la cual se presenta hasta en un
45 % del citoplasma de los neutrdéfilos y en monocitos normalmente la concentracion
es de 1 % de las proteinas citosélicas, esto debido a que solamente se expresan en
fases tempranas de diferenciacion y estas disminuyen durante la maduracion
(13,13,18,19). La calprotectina magnifica el estado inflamatorio liberando citoquinas
proinflamatorias a través de la via de sefalizacion de NF-kB, ya que la calprotectina
participa de forma autocrina o paracrina en el proceso inflamatorio mediante las vias
de TLR4 o del receptor de compuestos de glicosilacién avanzada (RAGE, del inglés
receptor for advanced glycation end products), que magnifican la liberacion de
citocinas proinflamatorias como TNF-q, IL-1 3 e IL-6 (20-22).

2. Justificacion

La COVID-19 es una enfermedad que se ha propagado a nivel mundial, que se
declar6 pandemia del 11 de marzo del 2020 al 5 de mayo del 2023 por la
organizacion mundial de la salud (OMS), presenta sintomas similares a gripe severa
como fiebre, dolor de garganta, fatiga, tos y disnea, y en casos severos dificultad
respiratoria aguda y estado inflamatorio agudo, la mayoria de los pacientes presenta
sintomas leves y moderados. Sin embargo, entre 5 al 10 % presenta estados
severos que incluso pueden conllevar a la muerte. La principal respuesta generada
en la COVID-19 es la inmunidad innata en la que los neutréfilos participan en la
retroalimentacion positiva de citocinas proinflamatorias por medio del ligando de
TLR4 “la calprotectina” (S100A8/S100A9). Por lo anterior, resulta relevante
identificar moléculas como indicadores de severidad y la relacién que guardan con
la fisiopatologia de la COVID-19.



3. Objetivo general

Asociar los niveles de la calprotectina con la severidad de la COVID-19 en pacientes
hospitalizados

Objetivos especificos:

1. Determinar las caracteristicas sociodemograficas de los pacientes
hospitalizados por COVID-19

2. Cuantificar los niveles de calprotectina (S100A8/A9) en suero de pacientes
hospitalizados con COVID-19

3. Evaluar los niveles de marcadores de severidad “IL-6, DHL, PCR, dimero D, y
TNFa” en pacientes hospitalizados por la COVID-19.

4. Determinar la escala de riesgo COVID-GRAM en los pacientes hospitalizados
por COVID-19.

5. Realizar el seguimiento clinico de los pacientes con COVID-19: estancia
hospitalaria, tipo de suplementacidn respiratoria, requerimiento de VMI, estancia
hospitalaria en VMI y desenlace.

4. Materiales y Métodos.
4.1 Diseno del estudio y participantes

Se realizo un estudio transversal donde se incluyeron 66 pacientes del occidente de
México del Hospital Civil de Guadalajara “Dr. Juan |. Menchaca”. Los criterios de
inclusion fueron: > 18 anos, ambos sexos, g-PCR positiva para SARS-CoV-2 y
pacientes hospitalizados ingresados en el Departamento de Medicina Interna entre
octubre de 2021 y febrero de 2022; se tomdé una unica muestra de sangre y
nasofaringea de cada paciente durante el ingreso hospitalario. En todos ellos se
confirmé la presencia de COVID-19 mediante la reaccién en cadena de la
polimerasa con transcriptasa inversa (RT-PCR) utilizando el kit multiplex COVIFLU
(GENESZ2LIFE, México). Se excluyeron los pacientes con alguna enfermedad
autoinmune y neurodegenerativa. Las caracteristicas sociodemograficas como
edad, sexo, dias hasta el primer sintoma, comorbilidades, tipo de comorbilidades,
estado de vacunacion, dosis y enfermedad previa por COVID-19 se recuperaron de
la historia clinica del paciente. Ademas, se utilizé la escala COVID-GRAM para
determinar el riesgo critico, el tipo de suplementacion respiratoria y el desenlace.

4.2 Determinacion de calprotectina

La concentracién de la calprotectina, se realizd en suero mediante Human
Calprotectin ELISAKIT ab267628 (Abcam, England), siguiendo las instrucciones del
fabricante. Se utilizé un lector de ELISA (Multiskan GO, Thermo ScientificTM) a una
longitud de onda de 450 nm.

4.3 Marcadores de severidad

A todos los pacientes del estuido se les realizé una biometria hematica utilizando el
equipo BC-5150 (Mindray, China). Los marcadores asociados a la gravedad, como
la PCR, el dimero D y la DHL, se midieron utilizando el analizador de quimica clinica



AU5800 Serie (Beckman Coulter, EE. UU). Ademas, las citocinas TNF-a e IL-6 se
analizaron mediante Bio-Plex Pro Human Cytokine 17-plex Assay (BIORAD, EE.
UU.) y Human IL-6 High Sensitivity ELISA kit (Thermo ScientificTM, EE. UU.),
respectivamente.

4.4 Analisis estadistico

El andlisis estadistico se llevo a cabo utilizando GraphPad Prism v5.0 y el software
R. El analisis descriptivo incluyo la expresion de variables nominales discontinuas
como frecuencias, variables continuas con distribucion paramétrica como medias +
DE, y variables no paramétricas como medianas (minimo y maximo). Para las
determinaciones cuantitativas no paramétricas se empled la prueba U de Mann-
Whitney. Para la matriz de correlaciones se utilizé la prueba de Spearman y para
las pruebas significativas se realiz6 la regresion lineal simple. Un valor p < 0,05 se
consider6 estadisticamente significativo.

4.5 Etica

Este estudio fue aprobado por el comité de ética, bioseguridad e investigacion del
Centro Universitario de Ciencias de la Salud de la UDG (CI-03721) y por el comité
de ética en investigacion del Hospital Civil de Guadalajara “Dr. Juan |. Menchaca”
(00095). De acuerdo con las normas éticas descritas en la Declaracién de Helsinki
(1983).

5. Resultados.

La media de edad de los pacientes fue de 58.38 afos, pero con un mayor ingreso
de pacientes mayores en los grupos de 40-60 afos (42.4 %)y > 60 anos (42.4 %),
de los cuales el 62.1 % fueron hombres. La media al ingreso al hospitalario después
del primer sintoma fue de 9 dias, el 65.2 % presentaba alguna comorbilidad
(hipertension arterial sistémica, diabetes, enfermedad renal crénica, insuficiencia
cardiaca cronica, enfermedad vascular cerebral, EPOC, ASMA y exfumadores). Al
51.51 % de los pacientes se les administro corticoesteroide previamente a ser
hospitalizados. Por otra parte, el 66.7 % de pacientes no se encontraban vacunados
contra el SARS-CoV-2 (véase Cuadro 1). De acuerdo con la calculadora COVID-
GRAM el 37 % de los pacientes presenta puntajes que indican un riesgo critico
medio 0 moderado y el 63 % con un riesgo critico alto. Ademas, se realizé un
seguimiento a los pacientes observando que 33.3 % requirio la suplementacién de
VMl y el 38 % de los pacientes tuvo un desenlace fatal.

Cuadro 1. Caracteristicas descriptivas sociodemograficas de los pacientes hospitalizados por
COVID-19.

Variable Pacientes hospitalizados
(n = 66)
Edad (afios), X + DE 58.38 £ 15.46
Edad agrupada (afos), n (%)
<40 10 (15.2 %)

40-60 28 (42.4 %)



>60
Sexo, n (%)
Mujer
Hombre
IMC (kg/ m2), Med (Min-Max)
Normal
Sobrepeso
Obesidad
Dias al primer sintoma (dias), X + DE
Comorbilidades n (%)
Corticoesteroide previo a la hospitalizacién, n (%)
Vacunado n (%)
Dos dosis
GRAM, n (%)
Riesgo alto
Riesgo moderado
VML, n (%)
No
Si
Desenlace, n (%)
Alta
Muerte

28 (42.4 %)

25 (37.9 %)
41 (62.1 %)
31 (23-57)
2126 (7.7 %)
9/26 (34.6 %)
15/26 (57.7 %)
9+3.28
43 (65.2 %)
34 (51.51 %)
22 (33.3 %)
19 (86.4 %)

42 (63 %)
24 (37%)

46 (69.7%)
20 (30.3%)

41 (62 %)
25 (38 %)

Med: Mediana; X: Media; DE: Desviacién estandar; Max: Maximo; Min: Minimo

Para la calprotectina solo solo existe diferencias significativas en la VMI, en donde
los pacientes que requirieron VMI presentan una mediana mayor (2655 ng/mL) con
respecto a los que no requirieron (1807 ng/mL) con una p=0.04 (Figura 1 C), para
un riesgo alto por COVID-GRAM, los tipos de oxigenacion y la mortalidad, se
observé un aumento en la concentracion de la calprotectina (Figura 1 A, By D). Para
la IL-6 hubo un aumento en la concentracion de las personas que requirieron VMI
(8.816 pg/mL) con las que no lo requirieron (3.62 pg/mL) (Figura 1 G), y con los que
requirieron el uso de mascarilla (0.1 pg/mL) (Figura 1 F), también hubo aumento en
los pacientes que fallecieron (9.25 pg/mL) con respecto a los que sobrevivieron

(3.56 pg/mL) (Figura 1 H).



A) B) C) D)

*
25000+ 25000+ 25000 25000+
= b4 ) o Cary v = v
£ 20000 E 20000 £ 20000 £ 200004
{=] [=] (=] [=]
= = = =
= 15000 = 15000 < 15000 = 15000
o = = (=
= = b 4 = o = 2
$ 10000 ¥ $ 10000 3 2 100004 ° v § 100004 ° ¥
° ° ° °
S Y S s S "
g 5000 g g 5000 ) g 5000 g 5000
0- S 0 -f' 0- 0-
Medio Alto SOPN M AFVMI Alta Muerte
Riesgo COVID-GRAM Tipo de suplementacion Desenlace
E) F) G) H)
200 200 * 200+ **k 200+ Kk k
v ° v
—~ 150 —~ 150 — 150 —~ 150
- —d - -l
E E E E
2 1004 2 1004 £ 1004 2 100
© @ @ 57
= = = ° =
= s04 y 50 & ‘g 50+ 3 504 o v
A
o-_ﬁ&_*_ o-.qL*_L‘.&_ u-—&—&— o——&i
Medio Alto SOPN M AFVMI No Si Alta Muerte
Riesgo COVID-GRAM Tipo de suplementacion VMI Desenlace

Figura 1. Calprotectina e 1l1-6 como indicador de severidad de la COVID-19. Calprotectina y
COVID-GRAM (A), calprotectina y tipo de suplementacion (B), calprotectina y VMI (C),
calprotectina y desenlace (D), IL-6 y COVID-GRAM (E), IL-6 y tipo de suplementacién (F), IL-6
y VMI (G), IL-6 y desenlace (H). Las comparaciones estadisticas entre grupos se determinaron
mediante la prueba U de Mann-Whitney. * p < 0,05; **** p < 0,0001.

Por ultimo, se analizaron las correlaciones los marcadores de severidad con la
calprotectina (Figura 2 A). Los niveles de la calprotectina se correlacionaron
negativamente con el porcentaje de linfocitos (-0.27; p< 0.05) y positivamente con
la DHL (0.44; p< 0.05), IL-6 (0.32; p< 0.05), el conteo de linfocitos (0.301; p< 0.05)
y neutrofilos (-0.317; p< 0.05) (Figura 3 A). Ademas, cada que aumentan los niveles
de calprotectina hay un incremento de IL-6 (R2= 0.09, p < 0.05), el conteo de
leucocitos (R2= 0.17, p < 0.05) y neutrdfilos (R2= 0.18, p < 0.05) (Figura2 B, Cy
D).
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Figura 2. Matriz de correlacion y correlaciones de la calprotectina. Matriz de correlacion (A),
regresion lineal IL-6 (B), regresion lineal leucocitos (C), y regresion lineal Neutréfilos (D). Los
colores azul y rojo indican correlacion positiva y negativa, respectivamente. Las
comparaciones estadisticas entre grupos se determinaron mediante la prueba de Spearman.
* p < 0.05. Abreviaturas: IL-6: Interleucina 6; LDH: deshidrogenasa lactica; PCR: proteina C
reactiva; TNF: Factor de Necrosis Tumoral.

6. Discusion

Este estudio analizé los niveles de la calprotectina con la severidad de la COVID-19
en pacientes hospitalizados por COVID-19. Se encontré que la calprotectina se
encuentra elevada en los pacientes que requirieron VMI y un ligero aumento en el
alto riesgo de la escala COVID-GRAM, tipos de oxigenacion y la mortalidad. Ademas,
de que se observaron cambios en las concentraciones muy similares que la IL-6, un
marcador en la severidad de la COVID-19 y se correlaciono con la DHL, IL-6,
linfocitos y neutrdfilos. La calprotectina estimula la respuesta inflamatoria mediante
la liberacion de citocinas y se ha encontrado en concentraciones elevadas en
pacientes con COVID-19 severo (22—-24). En un estudio realizado en Wuhan, China
en pacientes con COVID 19 que se encontraban en la UCI (Unidad de Cuidados
Intensivos) y que no requerian UCI, encontraron que la calprotectina aumenta de
acuerdo con la severidad del paciente (25). Ademas, se ha reportado que los niveles
de calprotectina se correlacionaron con los diferentes tipos de suplementacion
respiratoria de los pacientes y con la mejoria o el deterioro del paciente (26). En Iran,
reportaron que las concentraciones de calprotectina aumentaron de los casos leves
a severos de COVID-19, y se correlaciono con las concentraciones de IL-6, DHL,
PCR y neutrdfilos (27). Se reporto que la concentracién de la calprotectina es mas
alta en en los pacientes que fallecieron e comparacion a los sobrevivientes (28).

Las fortalezas del estudio fueron que los pacientes fueron estratificados en
pacientes hospitalizados por COVID-19 y la determinacion de marcadores clave de
gravedad. Sin embargo, el estudio tiene algunas limitaciones: tratamiento con
corticosteroides previo a la hospitalizacién en algunos pacientes, tiempo prolongado
hasta la hospitalizacion tras el inicio de los sintomas, tamafio limitado de la muestra
y ausencia de un grupo de control sano.

7. Conclusiones

Este estudio destaca la importancia de la calprotectina (S100A8/A9) como un
indicador de severidad en pacientes hospitalizados por COVID-19, ya que se



observo que en pacientes que requirieron ventilacion mecanica invasiva (VMI), alto
riesgo en la escala COVID-GRAM, tipos de suplementacion respiratoria y mortalidad,
presentaban niveles elevados de calprotectina. Ademas, de una correlacion con
otros marcadores de severidad, como la IL-6, DHL, linfocitos y neutrofilos, lo que
refuerza su papel como biomarcador en el manejo clinico de la enfermedad. Estos
hallazgos sugieren que la calprotectina podria ser utilizada en conjunto con otros
marcadores para evaluar el riesgo y la evolucion de los pacientes hospitalizados por
COVID-19, contribuyendo asi a una atencion personalizada.
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