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Resumen  
 
La aparición del síndrome respiratorio agudo severo por coronavirus (SARS-Cov-2), el 

brote de la enfermedad por COVID-19 y la posterior declaración de pandemia 

representaron el mayor reto infeccioso mundial en décadas, planteando grandes desafíos 

diagnósticos y terapéuticos. La interacción del SARS-CoV-2 con el sistema inmunológico 

y la posterior disfuncionalidad inmunitaria, son esenciales para la progresión de la 

enfermedad. Entre los aspectos de la desregulación inmune, la linfopenia es el más 

reconocido, con células T CD4+ y CD8+ significativamente reducidas. El SARS-Cov-2, 

que pertenece a la misma familia de beta-coronavirus que el SARS-CoV y el MERS-CoV, 

invade las células humanas uniendo sus proteínas S a una proteína transmembrana del 

huésped llamada ACE2 (enzima convertidora de angiotensina 2) con varios cofactores. 

La susceptibilidad a la COVID-19 y la gravedad de la enfermedad se han asociado con 

marcadores inflamatorios y polimorfismos genéticos de los genes ACE y ACE2, pero la 

evidencia no ha sido concluyente. Las células T patógenas y los monocitos inflamatorios 

se consideran los impulsores centrales de la tormenta de citoquinas asociada con la 

gravedad. COVID-19 puso de manifiesto la necesidad de estratificar pacientes con 

biomarcadores rápidos y efectivos ya que no existe ningún biomarcador que pueda 

anticipar qué pacientes desarrollarán una etapa agresiva. 

 El principal objetivo de esta tesis doctoral es caracterizar nuevos marcadores de 

agresividad mediante citometría de masa unicelular (CyTOF) para la clasificación de 

pacientes con COVID-19. Mediante un panel de 15 parámetros (kit de panel de 

fenotipado de monocitos/macrófagos humanos Maxpar®). La citometría mediante panel 

de espectrometría de masas (CyTOF) se realizó en combinación con el análisis genético 

de las variantes ACE2 (rs2285666), MX1 (rs469390) y TMPRSS2 (rs2070788).  

Estos estudios pusieron de manifiesto que la frecuencia de la población CD163+/CD206- 

de monocitos transicionales (T-Mo) disminuyó en el grupo leve en comparación con el 

grave, mientras que los T-Mo CD163-/CD206- aumentaron en el grupo leve en 

comparación con el grave. Se encontraron diferencias en la expresión de CD11b en 

monocitos CD14dim en el grupo grave, con niveles disminuidos en el grupo femenino. Al 

comparar la enfermedad leve y grave, se encontró que los monocitos CD45 y 

CD14dim/CD33+ fueron las mejores opciones como biomarcadores para discriminar 

pacientes graves a la vez que se describe el CD33 como un buen biomarcador para la 
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estratificación de pacientes. Entre los marcadores genéticos, se ha encontrado que los 

portadores G de TMPRSS2 (rs2070788) tienen un mayor riesgo de COVID-19 grave en 

comparación con aquellos con genotipo A/A. Esta fuerza aumenta cuando se combina 

con CD45-, T-Mo CD163+/CD206- y C14dim/CD33+. Con todo esto podemos concluir 

que, TMPRSS2, CD45-, CD163/CD206 y CD33 pueden considerarse biomarcadores 

para la agresividad de COVID-19. Este hallazgo se ve reforzado para los biomarcadores 

de agresividad cuando se combinan TMPRSS2 y CD14dim/CD33+. 

 

Palabras clave: Biomarcadores, Genotipado, Citometría de masas y medicina de 
precisión, COVID-19. 

 

 

Abstract 
 

The emergence of severe acute respiratory syndrome coronavirus (SARS-Cov-2), the 

outbreak of COVID-19 disease and the subsequent declaration of a pandemic 

represented the greatest global infectious challenge in decades, posing great diagnostic 

and therapeutic challenges. The interaction of SARS-CoV-2 with the immune system and 

subsequent immune dysfunction are essential for the progression of the disease. Among 

aspects of immune dysregulation, lymphopenia is the most recognized, with CD4+ and 

CD8+ T cells significantly reduced. SARS-Cov-2, which belongs to the same beta-

coronavirus family as SARS-CoV and MERS-CoV, invades human cells by binding its S 

proteins to a host transmembrane protein called ACE2 (angiotensin-converting enzyme 2) 

with several cofactors. Susceptibility to COVID-19 and disease severity have been 

associated with inflammatory markers and genetic polymorphisms of the ACE and ACE2 

genes, but the evidence has been inconclusive. Pathogenic T cells and inflammatory 

monocytes are considered the central drivers of the severity-associated cytokine storm. 

COVID-19 highlighted the need to stratify patients with rapid and effective biomarkers 

since there is no biomarker that anticipates which of these patients will develop an 

aggressive stage. 

The main objective of this doctoral thesis is to include new severity markers using single-

cell mass cytometry (CyTOF) for the classification of patients with COVID-19. Mass 

cytometry panel was performed in combination with genetic analysis for the ACE2 
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(rs2285666), MX1 (rs469390), and TMPRSS2 (rs2070788) variants. The results showed 

that frequency of the CD163+/CD206- population of transitional monocytes (T-Mo) 

decreased in the mild group compared to the severe group, while T-Mo CD163-/CD206- 

increased in the mild group compared to the severe group. Differences in CD11b 

expression on CD14dim monocytes were found in the severe group, with decreased 

levels in the female group. When comparing mild and severe disease, it was found that 

CD45 and CD14dim/CD33+ monocytes were the best options as biomarkers to 

discriminate severe patients while CD33 was described as a good biomarker for patient 

stratification.  Among genetic markers, TMPRSS2 (rs2070788) G carriers have been 

found to have a higher risk of severe COVID-19 compared to those with A/A genotype. 

This strength increases when combined with CD45-, T-Mo CD163+/CD206- and 

C14dim/CD33+. In conclusion, we can observe that: TMPRSS2, CD45-, CD163/CD206 

and CD33 can be considered biomarkers for COVID-19 aggressiveness. This finding is 

reinforced for biomarkers of aggression when TMPRSS2 and CD14dim/CD33+ are 

combined. 

 

Keywords: Biomarkers, genotyping, mass cytometry, precision medicine, COVID-19. 
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1. INTRODUCCIÓN 
 

El síndrome respiratorio agudo severo por coronavirus 2 (SARS-CoV-2), el brote de la 

enfermedad por covid-19 (COVID-19) y la posterior declaración de pandemia representan 

el mayor desafío infeccioso mundial en décadas y continúa planteando desafíos 

diagnósticos y terapéuticos. La pandemia de la COVID-19 ha puesto de manifiesto la 

necesidad en la estratificación de los pacientes, precisando biomarcadores rápidos y 

efectivos que permitan una gradación de esta patología desde el inicio; lo que sin duda 

hubiera reducido el número de ingresos y de muertes por esta causa. Los pacientes con 

COVID-19 experimentan diferentes manifestaciones de la enfermedad desde infección 

asintomática, neumonía de diversa gravedad, hasta el síndrome de dificultad respiratoria 

aguda (SDRA) y sepsis con insuficiencia multiorgánica y muerte. El control primario de la 

infección viral requiere una respuesta inmune compleja y multifocal. La interacción del 

SARS-CoV-2 con el sistema inmunológico y la posterior contribución de respuestas 

inmunitarias disfuncionales son esenciales para la progresión de la enfermedad. Entre 

los aspectos de la desregulación inmune, el más reconocido es la linfopenia (células T 

CD4+ y CD8+ reducidas significativamente). El SARS-Cov-2, que pertenece a la misma 

familia de beta-coronavirus que el SARS-CoV y el MERS-CoV, invade las células 

humanas uniendo sus proteínas S a una proteína transmembrana del huésped llamada 

ACE2 (enzima convertidora de angiotensina 2) con varios cofactores. La susceptibilidad 

a la COVID-19 y la gravedad de la enfermedad se han asociado con marcadores 

inflamatorios y polimorfismos genéticos de los genes ACE /ACE2, pero la evidencia no 

ha sido concluyente. Las células T patógenas y los monocitos inflamatorios se 

consideran los impulsores centrales de la tormenta de citoquinas asociado con la 

gravedad del COVID-19. Algunos parámetros de laboratorio como la proporción de 

neutrófilos a linfocitos, proteína C reactiva (PCR), interleucina (IL) -6 y niveles de dímero 

D, son indicadores de la gravedad de COVID-19 cuando se asocian a características 

clínicas de la infección. Actualmente no existe ningún biomarcador que permita predecir 

los pacientes que desarrollarán una etapa agresiva en la que podríamos mejorar la 

gestión sanitaria y su calidad de vida. El principal objetivo de esta tesis es incluir nuevos 

marcadores mediante citometría de masas (CyTOF) que permitan la clasificación de 

pacientes con COVID-19 atendiendo a su agresividad. 
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1.1. CARACTERÍSTICAS DE LA INFECCIÓN POR CORONAVIRUS Y 

CARACTERÍSTICAS GENÉTICAS DEL HUÉSPED SUSCEPTIBLE 

 

1.1.1 Características generales de los coronavirus 

Tras la aparición de pacientes con neumonías de origen desconocido y evolución tórpida 

en Wuhan, China, en diciembre de 2019 se identifica como agente causal un nuevo 

coronavirus nombrado inicialmente como como nuevo coronavirus 2019 (2019-nCoV) por 

la Organización Mundial de la Salud (OMS) (1,2). Este virus desencadenó una alerta de 

emergencia sanitaria mundial y se extendió a 46 países el 27 de febrero de 2020 creando 

una situación de pandemia mundial creando una emergencia sanitaria a nivel mundial 

dada su rápida propagación.  

El 11 de febrero de 2020, la OMS renombra esta nueva neumonía como “enfermedad por 

coronavirus 2019” COVID-19 y Grupo de Estudio de Coronavirus del Comité 

Internacional de Taxonomía de Virus lo renombra como SARS-CoV-2 por la similitud 

filogenética con el coronavirus del síndrome respiratorio agudo severo (SARS-CoV) 

dentro del género Betacoronavirus (3). Los CoV de la familia Coronaviridae son virus 

envueltos de ARN monocatenario de sentido positivo. Todos los CoV altamente 

patógenos, incluido el SARS-CoV-2, pertenecen al grupo 2 del género Betacoronavirus 

(4). 

El SARS-CoV-2 como miembro de la familia de coronavirus es el séptimo que infecta a 

los seres humanos y al igual que el SARS-CoV y el coronavirus del síndrome respiratorio 

de Oriente Medio (MERS-CoV), es responsable de la infección de las vías respiratorias 

inferiores y puede causar síndrome de dificultad respiratoria aguda (SDRA). Otros 

coronavirus humanos conocidos (HCoV 229E, NL63, OC43 y HKU1) son responsables 

de infecciones de las vías respiratorias superiores y resfriado común (5). 

Diferentes grupos de investigación obtuvieron, de personas infectadas que habían tenido 

relación epidemiológica con el mercado de animales salvajes en Wuhan considerado el 

epicentro del origen de la pandemia, secuencias genómicas completas del SARS-CoV-2 

a través de la secuenciación de próxima generación (1,5,6). Todas las secuencias del 

genoma viral obtenidas de este coronavirus mostraron similitud en más del 99,98% de la 

secuencia, variando la longitud genómica total de 29.891 a 29.903 nucleótidos (nt). A 

nivel de genoma completo el SARS-CoV-2 es 96.2% similar, al genoma de coronavirus 
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de murciélago RaTG13 recolectado en la provincia de Yunnan, China, y 88% idéntico a 

dos coronavirus similares al SARS derivados de murciélagos, bat-SL-CoVZC45 y bat-SL-

CoVZXC21, recolectados en 2018 en Zhoushan, al este de China (1,5,6). 

Esta estrecha relación filogenética con RaTG13 sugiere que los murciélagos 

probablemente son huéspedes naturales del SARS-CoV-2. Se encontraron ocho 

mutaciones en la glicoproteína de la superficie del pico de las que especialmente tres 

(D 354, Y 364 y F 367), ubicadas en el dominio de unión al receptor de glicoproteína de la 

superficie de la espiga (RBD), sugerían que el SARS-CoV-2 podría evolucionar 

rápidamente evadiendo la respuesta inmune para adaptarse a otros huéspedes futuros. 

El SARS-CoV-2, comparte una identidad de secuencia del 79% nt con el SARS-CoV y 

alrededor del 50% con el MERS-CoV (1) (6) y el modelado de homología reveló que el 

SARS-CoV-2 tenía una estructura RBD similar a la del SARS-CoV (6). Su genoma 

comprende 14 marcos de lectura abiertos (ORF), de los que dos tercios codifican 16 

proteínas no estructurales (nsp 1–16) que forman el complejo replicasa (7). Nueve 

proteínas accesorias (ORF) y cuatro proteínas estructurales: espiga (S), envoltura (E), 

membrana (M) y nucleocápside (N), están codificadas por el tercio restante, de las cuales 

(S) media la entrada del SARS-CoV en las células huésped (7). 
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1.1.2 Características del SARS-CoV-2 

Los siete dominios de replicasa conservados en ORF1 (utilizado para la clasificación de 

especies de CoV) de SARS-CoV-2 son 94,6% idénticos a SARS-CoV, lo que implica que 

los dos pertenecen a la misma especie (1). El gen de la espícula (S) de la proteína de 

unión al receptor del SARS-CoV-2 es muy variable y diverge mucho con todos los SARS-

CoV descritos anteriormente con menos del 75% de identidad de secuencia nt, excepto 

una identidad de 93,1% nt con RaTG13. La proteína (S) tiene un dominio de unión al 

receptor (RBD) que media el contacto directo con un receptor celular, la enzima 

convertidora de angiotensina 2 (ACE2) y un sitio de escisión polibásica S1/S2 que se 

escinde proteolíticamente por la catepsina L celular y la proteasa transmembrana serina 

2 (TMPRSS2) (8), ver detalles en la Figura 1. 

 

 

Figura 1: El ciclo de vida del coronavirus 2 del síndrome respiratorio agudo severo (SARS-CoV-2)  

https://ars.els-cdn.com/content/image/1-s2.0-S1471490620302337-gr1.jpg 
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1.1.2.1 Mecanismo de Entrada del SARS-CoV-2 en la célula 

 

Conocer la vía de entrada del virus a las células huésped supuso un enorme desafío 

desde el inicio de la pandemia. Se ha puesto mucho énfasis en la serina proteasa 

transmembrana 2 (10). TMPRSS2 facilita la entrada viral en la superficie de la membrana 

plasmática, y la catepsina L activa el SARS-CoV-2 Spike en los endosomas y puede 

compensar la entrada en las células que carecen de TMPRSS2 (8) (Figura 1). El genoma 

se libera en el citosol del huésped, ORF1a y ORF1b y se generan proteínas replicasas 

virales, que se escinden en nsps individuales (a través de proteasas virales y del 

huésped: PLpro); estos forman la ARN polimerasa dependiente de ARN (nsp12 derivada 

de ORF1b (8). 

Los componentes de la replicasa reorganizan el retículo endoplásmico (RE) en vesículas 

de doble membrana (DMV) que facilitan la replicación viral de los ARN genómicos y 

subgenómicos (sgRNA); que se traducen en proteínas estructurales virales y accesorias 

que facilitan la formación de partículas virales (11) (Figura 1). Existen estudios que 

muestran que el SARS-CoV-2 usa el mismo receptor de entrada celular ACE2, que el 

SARS-CoV, a diferencia del CD26 que el MERS-CoV (5). El análisis estructural por 

microscopía crioelectrónica reveló que la proteína del SARS-CoV-2 se une a ACE2 con 

una afinidad de 10 a 20 veces mayor que el SARS-CoV (12), sugiriendo que el SARS-

CoV-2 puede ser más infeccioso para los humanos que el SARS-1 (13). 

Una proteasa codificada por virus en proteínas no estructurales complejas de replicasa 

individuales (nsps) (incluida la polimerasa de ARN dependiente de ARN: RdRp) escinde 

las poliproteínas (pp1a y pp1b) Ver figura 2 B. La replicación empieza en vesículas de 

doble membrana inducidas por virus (DMV) derivadas del retículo endoplásmico (ER), 

que finalmente se integran para formar redes elaboradas de membranas contorneadas. 

El genoma de cadena positiva entrante sirve como plantilla para ARN de cadena 

negativa de longitud completa y ARN subgenómico (sg). La traducción de sgRNA da 

como resultado proteínas estructurales y proteínas accesorias (denominadas N, S, M y 

E) que se insertan en el compartimento intermedio ER-Golgi (ERGIC) para el ensamblaje 

del virión (Figura 2 C). Los genomas de ARN de sentido positivo posteriores se 

incorporan a los viriones recién sintetizados, que se secretan de la membrana plasmática 

(6,7,11,14). 
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Figura 2 Clasificación de los coronavirus. Esquema de la estructura del SARS-CoV 

Ilustración adaptada de “Desiree Ho, Innovative Genomics Institute Mittal A, Manjunath K, Ranjan RK, Kaushik S, Kumar S, Verma V 

(2020) COVID-19 pandemic: Insights into structure, function, and hACE2 receptor recognition by SARS-CoV-2. PLoS Pathog 

16(8)e1008762.https://doi.org/10.1371/journal.ppat.1008762. Los 7 HCoV conocidos se muestran en verde y rojo. Los HCoV en rojo 

se unen al receptor ACE2 del huésped (B) 
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1.1.2.2 Patogenia de la infección por SARS-CoV-2 

 

En 2019, SARS-CoV-2 emerge como nuevo patógeno que origina la pandemia COVID-

19 (15). El brote de del síndrome respiratorio agudo severo (SARS) de hace más de una 

década, puso en alerta a la comunidad científica de una gran cantidad de coronavirus 

relacionados con el SARS (SARS-CoVs) que habían sido descubiertos en murciélagos 

como su reservorio natural (1).  

Tradicionalmente los coronavirus humanos (HCoV) habían sido considerados como 

gérmenes patógenos intrascendentes que originaban cuadros clínicos de tipo catarral 

en el tracto aéreo superior en personas sanas. Los HCov se pueden clasificar como de 

baja patogenicidad y altamente patógenos. Los HCoV de baja patogenicidad infectan al 

tracto respiratorio superior provocando enfermedades respiratorias leves y son 

responsables de aproximadamente el 30% de los cuadros respiratorios de nariz y 

garganta denominados resfriados comunes. De ellos cuatro coronavirus (HCoV 229E, 

NL63, OC43 y HKU1) permanecen endémicos en el mundo y representan entre el 10% 

y el 30% de las infecciones de vías aéreas respiratorias superiores en adultos (16). Por 

el contrario, los HCoV altamente patógenos como el SARS‐CoV‐1, el SARS‐ CoV‐2 y el 

MERS‐CoV infectan las vías respiratorias inferiores y pueden causar neumonías graves 

con resultado de fallecimiento. Desde el inicio de este siglo, los tres HCoV han originado 

patología clínica con alta morbimortalidad que se han traducido en epidemias como las 

originadas por el coronavirus del síndrome respiratorio del Medio Oriente (MERS-CoV), 

y el coronavirus del síndrome respiratorio agudo severo (SARS-CoV) y la última 

pandemia originada por otro HCoV hoy conocido como SARS-Cov2. La gravedad tiene 

origen multifactorial y se debe a factores como una replicación viral rápida, infiltración 

masiva de células inflamatorias, y en algunos casos respuesta de citoquinas 

proinflamatorias que originan una lesión pulmonar aguda y SDRA (17). Tal y como se ha 

expuesto anteriormente, hasta ahora se sabe que los coronavirus tienen una amplia y 

diversa distribución ecológica y que la mayor variedad se encuentra en murciélagos. Los 

murciélagos son el reservorio de muchos de estos virus, pero también se han 

encontrado otros mamíferos domésticos y peridomésticos como huéspedes intermedios. 

Esta característica facilita la recombinación entre especies y con ello las mutaciones, la 

diversidad genética y la expansión de estos virus (18). La unión de estos virus a los 

receptores de las células del huésped se hace a través de la glicoproteína Spike de 
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superficie (S); siendo su papel fundamental y representando un determinante clave en 

restricción del rango del huésped (13). 

Tanto el SARS‐CoV‐1 y el MERS‐CoV son patógenos zoonóticos que pueden causar 

enfermedades respiratorias graves en los seres humanos y evolucionar a SDRA (19). El 

SARS‐CoV‐1 fue el origen de una epidemia de enfermedad respiratoria aguda grave en 

China entre los años 2001 y 2003 que se extendió a 29 países y regiones con más de 

8000 casos y al menos 774 muertes contabilizadas, con un índice de mortalidad de 

cercano al 10% (20). El MERS‐CoV fue aislado por primera vez en Oriente Medio en 

2012 (20) originando durante los primeros tres años de la epidemia más de 1500 casos 

y al menos 568 fallecimientos (21). El dromedario está descrito como el reservorio del 

MERS‐CoV (19) (Figura 3); la ubicuidad de estos animales infectados cerca de los seres 

humanos y la continua transmisión zoonótica podrían explicar por qué el MERS‐CoV 

sigue causando infecciones en humanos, mientras que el SARS‐CoV‐1, no ha causado 

más infecciones en los seres humanos, al no producirse la presencia persistente de un 

huésped intermedio infectado y al ser relativamente infrecuentes las interacciones 

humano‐murciélagos (22). 

En relación con el huésped intermedio del SARS-CoV-2, continúa sin ser definido 

actualmente (23). El huésped intermedio, además de ser el puente que une la población 

susceptible y el origen natural, también supone el lugar donde el SARS-CoV-2 

evoluciona gradualmente y se replica. Reconocer al huésped intermedio es importante 

para cortar la cadena de transmisión (24). Se ha demostrado que las cepas de SARS-

CoV-2 tienen una similitud relativamente alta con pangolin-nCoV, solo secundaria a bat-

nCoV, por lo que se consideró al pangolín como candidato altamente sospechoso de ser 

hospedador intermedio del SARS-CoV-2 (Figura 3). No se deben ignorar otros animales 

salvajes como serpientes, visones y tortugas porque también se encuentran en los 

mercados de vida silvestre y presentan un alto riesgo de infección (23,25,26). 
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Figura 3 Huésped intermedio del Coronavirus. 

En: Zhao J, Cui W and Tian B-p (2020) The Potential Intermediate Hosts for SARS-CoV-2. Front. Microbiol. 

11:580137. doi: 10.3389/fmicb.2020.580137 

 

1.1.2.3 Tropismo tisular del SARS-CoV-2 

 

Una vez que el SARS-CoV ingresa al huésped a través del tracto respiratorio, sus 

primeros objetivos de entrada viral son las vías respiratorias y las células epiteliales 

alveolares, las células endoteliales vasculares y los macrófagos alveolares (27,28). Estas 

células son probablemente el punto de partida para la infección temprana y la posterior 

replicación debido a su expresión de ACE2 (15). La susceptibilidad y permisividad de una 

célula huésped específica son determinantes para el tropismo viral. Desde el inicio se 

objetiva que la infección por SARS-Cov2 producía patología respiratoria que progresaban 

a neumonía grave, sugiriendo el pulmón como el tropismo primario del SARS-CoV-2 (29); 

posteriormente se encontró que SARS- CoV-1 y SARS- Cov-2 se unen al mismo receptor 

de entrada, el ACE2. 

Las mutaciones clave en el RBD del SARS-CoV-2 Spike hacen contactos cercanos 

adicionales con ACE2, correlacionando con una mayor afinidad de unión y quizás una 
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mayor infectividad (30,31). Desde su aparición, se han detectado múltiples variantes del 

SARS-CoV-2; las que muestran una alta infectividad se clasifican como variantes de 

preocupación según los Centros para el Control y la Prevención de Enfermedades de los 

Estados Unidos. Varios estudios investigan la causa que hace que cada variante sea 

más contagiosa en términos de interacciones RBD y ACE2 (32).  

El RBD de la variante Alpha (N501Y) requiere la mayor cantidad de fuerza inicialmente 

para separarse de ACE debido a la mutación N501Y además del papel de N90-glicano, 

seguido por Beta/Gamma (K417N/T, E484 K y N501Y) o variantes Delta (L452R y T478 

K). Entre todas las variantes investigadas, el RBD de la variante Epsilon (L452R) se 

separa con relativa facilidad de ACE2 (32). El SARS-CoV-2 aislado inicialmente tenía 

una mutación D614G que no tenía de su presunto ancestro común, lo que lo convertía en 

más infeccioso, probablemente gracias a una mayor eficiencia de transmisión de persona 

a persona (4,33–35). La variante D614G no se relacionaba con la gravedad de la 

enfermedad, pese a que se asociaba con un aumento de la carga viral en el tracto 

respiratorio superior de pacientes con COVID-19, lo que sugiere que la patogénesis de 

COVID-19 grave está relacionada con otros mecanismos además de la infectividad del 

SARS-CoV-2 (36). 

Aunque el ARNm de ACE2 se ha detectado en biopsias pulmonares humanas y de 

muchos mamíferos (murciélagos, hurones, gatos, perros, etc.), su expresión es bastante 

baja en comparación con los tejidos extrapulmonares (37) lo que hace pensar que la 

permisividad de estas células al SARS-CoV pueda depender de otros factores 

intrínsecos celulares añadidos que condicionan una infección más eficiente como los que 

se describen a continuación: 

- La expresión de TMPRSS2 (38,39) de la que depende la entrada viral, debido a 

que cantidades casi indetectables de ACE2 facilitan la entrada de SARS-CoV si 

está presente TMPRSS2 (40,41). 

- La expresión de ARNm es mayor en una pequeña población de células 

alveolares humanas tipo II con abundante ACE2, que en las células deficientes en 

ACE2 (42). EL SARS-CoV-2 secuestra pequeñas poblaciones de células 

alveolares tipo II que expresan ACE2 de manera alta y otros genes provirales para 

su replicación más productiva (42) (39). 

- El pulmón, que como tropismo principal del SARS-CoVs, puede depender de la 

regulación de ACE2 a nivel transcripcional y proteico (37,43). 
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En comparación con otros SARS-CoV, SARS-CoV-2 Spike contiene una inserción 

única de RRAR en el sitio de escisión S1/S2 (44). Este sitio puede ser pre-escindido por 

la furina, reduciendo así la dependencia del SARS-CoV-2 de las proteasas de células 

diana (TMPRSS2/catepsina L) para la entrada (45) y extendiendo su tropismo celular, ya 

que la furina proteolíticamente activa se expresa abundantemente en las células 

epiteliales bronquiales humanas (46). Una de las distinciones entre el SARS-CoV y el 

SARS-CoV-2 es la capacidad de este último para infectar eficientemente el tracto 

respiratorio superior, como los tejidos nasofaríngeos y orofaríngeos, posiblemente debido 

a su mayor afinidad por ACE2, que se expresa en los tejidos nasales y orales humanos 

(47). Los títulos fácilmente detectables de SARS-CoV-2 en el moco de pacientes del 

tracto respiratorio superior con COVID-19 durante períodos prodrómicos podrían ayudar 

a explicar la transmisibilidad más rápida y efectiva del SARS-CoV-2 en relación con el 

SARS-CoV (48). Los CoV humanos también pueden cursar infecciones entéricas, con 

grados variables de patogenicidad (35,49). De hecho, ACE2 y TMPRSS2 se expresan 

abundantemente dentro del tracto intestinal humano y de muchos otros mamíferos, 

específicamente el borde en cepillo de los enterocitos intestinales (38,39,50,51). 

 

1.1.2.4 Transmisión del SARS-CoV-2 

 

Para explicar el mecanismo de transmisión del SARS-CoV-2, se propusieron varios 

modelos incluidos los aerosoles, la contaminación superficial y la ruta feco-oral, que 

representaron factores de confusión inicial en la pandemia de COVID-19. La aparición de 

los primeros pacientes con tos, opacidades pulmonares y progresión de los síntomas a 

neumonía grave sugirió desde el principio la transmisibilidad del SARS-CoV-2 por vía 

respiratoria, así el modo principal de transmisión del SARS-CoV-2 es de persona a 

persona a través de las gotitas respiratorias de Flügge producidas durante la exhalación 

(35). La transmisión directa por gotitas respiratorias se ve reforzada por la replicación 

productiva del SARS-CoV-2 tanto en tracto respiratorio superior como en el tracto 

respiratorio inferior y el creciente número de propagación de persona a persona entre 

contactos cercanos que exhiben tos activa. También hay evidencia que el virus se 

transmite a través de partículas virales en aerosol producidas por personas con la 

enfermedad COVID-19 (52,53). 
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La carga viral juega un papel importante en la transmisibilidad viral y en el momento del 

inicio de la enfermedad y tiene particular importancia en la transmisión secundaria; 

alcanzando su punto máximo alrededor de la semana y disminuyendo más tarde. En 

casos de COVID-19 grave, la carga viral alcanza su punto máximo mucho más tarde, 

generalmente durante la segunda semana, aumentando en estos casos el período de 

infecciosidad (54,55). Algunos estudios concluyen que el ARN viral del SARS-Cov-2, 

estaba presente en casi dos tercios de las muestras de aire de las habitaciones de 

pacientes con COVID-19 (56), pero hasta el momento no existen pruebas suficientes 

para afirmar que en estas partículas exista un virus viable que pueda ser transmisible 

(56). La contagiosidad del SARS-CoV-2 a través de fómites como manivelas de puertas, 

se sigue investigando, pero en general, la transmisibilidad del virus a través de 

superficies inanimadas es baja (57,58). Algunos estudios revelan que el SARS-CoV-2 es 

más estable en superficies de plástico y acero inoxidable, en las que puede detectarse 

durante varios días (56,59). Igual que con otros coronavirus respiratorios, se investiga 

como posibles rutas de transmisión fecal-oral, y por contacto con superficies 

contaminadas, pero hasta el momento no han sido suficientemente probadas (60,61).  

La mayor parte de la literatura revisada acota el período de incubación del virus al inicio 

de la pandemia en una media de 7,8 días, con una mediana de 5,01 días. Estos datos 

están incluidos dentro de los rangos propuestos por OMS (0-14 días) y ECDC (2–12 

días) (62–64). El 97,5 % de los pacientes sintomáticos infectados con la cepa original 

desarrollaron síntomas dentro de los 11,5 días. El motivo más frecuente de consulta 

hospitalaria de los pacientes con COVID-19 suele ser fiebre y tos seca (65), ver detalles 

en la Figura 4. En relación al número básico de reproducción (conocido como R0), 

cuantifica el potencial epidémico de un patógeno y proporciona información sobre la 

velocidad con que una enfermedad puede propagarse en una población determinada. Se 

define como el número promedio de personas a las que una persona infectada puede 

propagar el virus (66). Según las epidemias estándar, un R0 superior a 1 podría conducir 

a la propagación de enfermedades. Aproximadamente el cincuenta por ciento de las 

transmisiones ocurren como consecuencia de la exposición a personas asintomáticas. 

Numerosos estudios han investigado la transmisión en personas asintomáticas y en 

personas presintomáticas. El número básico de reproducción (R0) ha ido variando en 

función de las cepas y variantes conocidas, en término medio se consideraba 2,2 basado 

en el seguimiento temprano de casos durante el comienzo de la pandemia, con un 
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tiempo de duplicación de 5 días. En este sentido, cada persona infectada en la fase 

inicial de la pandemia contagia a 2 o 3 personas más (2,20). La tasa básica de 

reproducción inicial del SARS-CoV-2 ha oscilado entre 2,4 y 3,3 en función de la 

movilidad, medidas de contención, susceptibilidad, población de riesgo, entre otros 

parámetros. Hay evidencia de propagación asintomática/ presintomática del SARS-CoV-

2, que contrasta con la dinámica de transmisión del SARS-CoV (67). Además, el SARS-

CoV-2 tiene capacidad para colonizar y replicarse en la garganta durante la infección 

temprana (9,50,68). La transmisión del SARS-CoV-2 en individuos presintomáticos se 

acerca al umbral para mantener un brote por sí solo (R0 >1); por el contrario, las 

estimaciones correspondientes para el SARS-CoV fueron aproximadamente cero (69). 

Comprender la importancia de la transmisión de los gérmenes infecciosos durante la 

pandemia COVID-19 ha sido esencial para que las autoridades de salud pública 

implementaran medidas de control efectivas, incluyendo el uso de mascarillas, el rastreo 

de contactos y el aislamiento físico (70).  

 

 

 

Figura 4 Síntomas clínicos de la Enfermedad Infecciosa por Coronavirus 2019. 

Imagen tomada de: Harrison AG, Lin T, Wang P. Mechanisms of SARS-CoV-2 Transmission and 

Pathogenesis. Trends Immunol. 2020 Dec; 41 (12):1100-1115. doi: 10.1016/j.it.2020.10.004. Epub 2020 

Oct 14. PMID: 33132005; PMCID: PMC7556779. 
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1.1.3 Epidemiología de la infección por SARS-CoV-2 y evolución de la 

pandemia por COVID-19 

La dinámica epidemiológica de COVID-19 ha cambiado manifiestamente durante el 

transcurso de la evolución de la pandemia. Inicialmente el continente más afectado fue 

Asia, con China como país más impactado a nivel mundial, posteriormente hubo una 

mayor incidencia en América, en EE.UU. y Brasil (71). Es importante considerar que la 

gravedad y la mortalidad han experimentado una importante variabilidad según cada país 

y ha ido evolucionado con las distintas cepas y variantes del SARS-Cov-2. Cada cepa ha 

incorporado mutaciones novedosas en la proteína Spike que han influido en la 

epidemiología y clínica de la pandemia de COVID-19 (72). Estas variantes pueden 

aumentar las tasas de transmisión del virus, el riesgo de reinfección, la reducción de los 

anticuerpos neutralizantes y la vacunación. Las nuevas variantes aumentan su capacidad 

de replicación y permiten que el SARS-CoV-2 continúe propagándose pese al aumento 

de la inmunidad de la población. La identificación de linajes de virus en rápida expansión 

desde diciembre de 2020, llamadas variante de preocupación (VOC), ha abierto una 

nueva etapa de la pandemia y de la investigación de la misma (34). Estas variantes 

comparten varias mutaciones entre sí, así como con un número cada vez mayor de otras 

variantes identificadas del SARS-CoV-2. Las nuevas variantes del SARS-CoV-2 

complican la investigación de la COVID-19 y requieren vías adicionales de investigación 

clínica, epidemiológica y de laboratorio. Entre los 17 países que informaron al menos 10 

resultados de secuenciación o genotipado del SARS-CoV-2 durante las semanas 38 a 39 

(del 18 de septiembre al 1 de octubre de 2023), la distribución estimada de VOC o 

variantes de interés (VOI) fue 66,2% (7,1–98,0% de 17 países) para XBB.1.5+F456L, 

29,9% (2,0–92,9% de 17 países) para XBB.1.5, 2,6% (0,3–7,4% de 15 países) para 

BA.2.75 y 1,9% (0,5–7,3% de 5 países) para XBB (73). 

Los primeros pacientes descritos desarrollaron los primeros síntomas a principios de 

diciembre de 2019; posteriormente se produjo una rápida propagación a través de los 

todos continentes por una rápida transmisión de persona a persona hasta ser declarada 

como pandemia por la OMS (74). Desde entonces el SARS-Cov-2 se ha extendido a más 

de 235 países, áreas o territorios (75), causando desde su aparición inicial en Wuhan en 

diciembre de 2019, más de 641 millones de casos de COVID-19 y más de 6,6 millones 

de muertes. A nivel mundial a las 6:59 pm CET, el 6 de Diciembre de 2023, se habían 

confirmado 772.138.818 casos de COVID-19, incluyendo 6.985.964 muertes confirmadas 
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a la OMS. Hasta el 26 noviembre de 2023, se habían administrado un total de 

13.595.721.080 dosis de vacunas. Datos actualizados den tiempo real en Figura 5 (76). 

Durante este tiempo han ido apareciendo nuevas variantes genéticas, cuyo éxito 

depende de la selección natural; en particular, de la selección positiva asociada con 

mutaciones que son beneficiosas para el virus (77). Los primeros meses de la evolución 

del SARS-CoV-2 en humanos se caracterizaron por una adaptación limitada y un cambio 

fenotípico en relación con su evolución posterior (78). Inicialmente se pensó que la 

disminución de la inmunidad podía explicar que las personas volvieran a infectarse con 

los coronavirus endémicos del resfriado común pero nuevos estudios sugieren que la 

deriva antigénica también contribuye a la falta de protección duradera después de las 

infecciones por coronavirus (79). El SARS-CoV-2 ha demostrado ser un patógeno 

humano cualificado, estableciendo infecciones en varias especies de mamíferos, como 

visones de granja (80), venados de cola blanca (81) y en muchas otras especies 

animales (82). Su gran capacidad de tropismo frente al huésped pone en evidencia el 

potencial de propagación a huéspedes animales para acelerar la evolución de nuevos 

linajes virales. A partir de octubre de 2020, comenzaron a surgir nuevas variantes del 

SARS-CoV-2 con más mutaciones. Estas variantes se distinguen por un mayor número 

de mutaciones no sinónimas principalmente en la proteína espiga, sobre todo en el caso 

de Omicron, y propiedades fenotípicas distintas, con alteración de la transmisibilidad y 

antigenicidad. Han ido surgiendo variantes del SARS-CoV-2 declaradas variantes de 

preocupación (VOC) por la Organización Mundial de la Salud (y las agencias nacionales 

de salud pública) basándose en que presentan una transmisibilidad alterada o escape 

inmunitario que justifica una vigilancia estrecha. Cada VOC mostró ventajas de 

transmisión sobre las variantes anteriores y se volvió dominante, ya sea regionalmente 

en los casos de Alfa (linaje PANGO10 B.1.1.7), Beta (B.1.351) y Gamma (P.1), en 

Europa, África del Sur y Sur América, respectivamente, o globalmente, en los casos de 

Delta (sublinajes B.1.617.2/AY) y los muchos sublinajes Omicron (sublinajes 

B.1.1.529/BA, como BA.1, BA.2 y BA.5 XBB.1.5, para BA.2.75) (83–85). El SARS-CoV-2 

carecía de niveles notables de adaptación al comienzo de la pandemia (86), en contraste 

con la expectativa de que los virus tienen una rápida adaptación al huésped después del 

contagio (19); posteriormente se demostró que el SARS-CoV-2 es un virus capaz de usar 

una variedad de proteínas de membrana de la enzima convertidora de angiotensina 2 

(ACE2) para ingresar a la célula (38,87) lo que permite la infección de una amplia gama 

de mamíferos.  
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Diferentes informes sobre el estado de la epidemia de COVID-19 publicados en España 

por el Ministerio de Sanidad indican que esta enfermedad es algo más prevalente en 

mujeres, en personas mayores de 50 años y en personas con dos o más enfermedades 

previas, especialmente hipertensión (47,4%), enfermedad cardiovascular (32,3%) y 

diabetes mellitus (16,1%) (88). Entre los casos confirmados de infección en los periodos 

anteriores al inicio de la vacunación que corresponde con el inicio de este trabajo de 

investigación, el 48,7% de pacientes requirió hospitalización, principalmente por 

neumonía y el SDRA. Entre pacientes con neumonía, se sobre-representaban hombres, 

personas mayores de 60 años y personas con Enfermedad Cardiovascular y/o Diabetes 

Mellitus (89,90). Los síntomas más frecuentes de pacientes seguidos en España durante 

el primer año de pandemia fueron fiebre (75,7%), tos (75,5%) y disnea (48,3%). De 

pacientes hospitalizados en la primera ola de la pandemia el 5% progresó a un estado 

crítico que requirió ingreso en la unidad de cuidados intensivos y el 2,3% falleció (91). 

 

Figura 5. Datos COVID-19 en tiempo real https://covid19.who.int/more-resources 

 

1.1.4 Presentación clínica de COVID-19 

 

En general, los CoV del resfriado común tienden a causar síntomas leves de tracto 

respiratorio inferior y afectación gastrointestinal ocasional. Por el contrario, los CoV 

altamente patógenos, incluido el SARS-CoV pueden causar cuadros graves. La 

hipertensión es uno de los principales factores de riesgo predisponentes a la infección 

por COVID-19 (90). El riesgo de gravedad de la enfermedad de COVID-19 depende 

además de otras comorbilidades y factores como la edad, origen étnico, sexo, obesidad, 

tabaquismo, hipertensión, diabetes, enfermedad renal crónica, hiperlipidemia y 

enfermedad cardiovascular que han sido estudiados desde las fases iniciales de la 

pandemia (110) y otros factores como la genética, el estado de vacunación y otras 

condiciones. La comprensión de todos los mecanismos subyacentes de la enfermedad 
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es importante para la estratificación del riesgo y el triaje clínico (15). En el transcurso de 

los más de 3 años de pandemia se ha puesto en evidencia que la COVID-19 es un 

conjunto de enfermedades de predominio respiratorio y gastrointestinal agudo y que 

puede causar complicaciones a largo plazo (92). Las características clínicas han ido 

evolucionando con el transcurso de la pandemia. La neumonía es una de las 

manifestaciones más graves caracterizada por fiebre, tos, disnea y opacidades 

pulmonares bilaterales. En las primeras fases, un estudio descriptivo realizado en Nueva 

York con datos de más de 70.000 casos, la enfermedad fue leve en 81% (con neumonía 

leve o sin ella), moderada en 14% (neumonía con hipoxemia) o grave en 5% 

(insuficiencia respiratoria con ventilación mecánica, shock o fallo multiorgánico), con una 

letalidad total del 2,3%, y del 49% para los casos graves (92). Se han asociado 

numerosas características y factores de riesgo clínico, incluidos la edad, el género, la 

raza y padecer comorbilidades, con la mortalidad, la morbilidad y el ingreso hospitalario 

en pacientes con COVID-19 (93). Otro estudio realizado en la primera fase de la 

pandemia en hospitales de Wuhan concluyó que las comorbilidades estaban presentes 

en casi la mitad de los pacientes. La sintomatología más frecuente al ingreso fue fiebre y 

tos, seguida de expectoración y disnea. La mediana desde el inicio de la enfermedad 

hasta el alta fue de 22,0 días (IQR 18,0-25,0), mientras que la mediana de tiempo hasta 

la muerte fue de 18,5 días (15,0-22,0). De los pacientes que requirieron ventilación 

mecánica invasiva, el 97% falleció. La mediana de tiempo desde el inicio de la 

enfermedad hasta la ventilación mecánica invasiva fue de 14,5 días (12,0-19,0). La 

oxigenación por membrana extracorpórea se utilizó en tres pacientes, ninguno de los 

cuales sobrevivió. La sepsis es la complicación observada con mayor frecuencia, seguida 

de la insuficiencia respiratoria, el SDRA, la insuficiencia cardiaca y el shock séptico (94). 
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Figura 6. Factores asociados con la admisión en el hospital de pacientes críticos. 

Evolución de la COVID-19 en el paciente: fases y características. Estrada, C. Sociedad Españole de 
Farmacia Clínica, Familiar y Comunitaria. 2020. En: https://www.sefac.org/para-profesionales-
publicaciones-sefac-publicaciones-sefac-materiales-disponibles-para-el-socio-5. 

 

Estudios de corte poblacional realizados en EE.UU. y los primeros de estas 

características realizados fuera de China, concluyen que las personas con edad 

avanzada, sexo masculino y antecedentes de hipertensión y/o diabetes tuvieron una alta 

prevalencia de COVID-19, similar a los datos obtenidos de China, pero con tasas de 

mortalidad menores (92). La edad y las comorbilidades son predictores de la necesidad 

de ingreso hospitalario frente a la atención ambulatoria y el grado de eficiencia de 

oxígeno y los marcadores inflamatorios se asociaban con una mala evolución durante el 

ingreso hospitalario por lo que concluye en la necesidad de obtención rutinaria de 

marcadores inflamatorios durante el ingreso hospitalario para pacientes con COVID-19 

(95). 

Desde una perspectiva diagnóstica, la COVID-19 se presenta con índices de laboratorio 

y radiológicos propios, que pueden ser de utilidad para evaluar la progresión y gravedad 

de la enfermedad, la inflamación sistémica potencialmente mortal y la disfunción 

multiorgánica. La COVID-19 grave no se limita a la población de edad avanzada como se 

pensó inicialmente; también afecta a niños y adultos jóvenes, pero a diferencia de los 

adultos infectados, en la mayoría de niños y niñas las infecciones asintomáticas son 

frecuentes y suelen tener un curso clínico más leve con sintomatología respiratoria de 

vías altas. En la infancia se ha descrito el síndrome de inflamación multisistémica (MIS-
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C), con compromiso del corazón, pulmones, riñones, cerebro, piel o tubo digestivo (96), 

no es común, pero se asocia con una alta morbilidad y mortalidad (97). 

El SARS-CoV-2 se replica activamente en los tejidos de las vías respiratorias superiores 

(6,35) como lo demuestra el aislamiento desde hisopos faríngeos y la detección del 

ARNm subgenómico viral (sgRNA) en células del tracto respiratorio superior (98). El 

tropismo del tejido respiratorio superior puede explicar la excreción faríngea continua del 

virus y la transmisión más eficiente del SARS-CoV-2 frente al SARS-CoV con síntomas 

aún mínimos y restringidos al tracto respiratorio superior. La mayoría de las infecciones 

siguen siendo leves y hasta el 20 a 40% de los pacientes son asintomáticos. En el 

transcurso de la enfermedad el COVID-19 se parece al SARS en términos de replicación 

viral en el tracto respiratorio inferior al generar una viremia secundaria, seguida de un 

extenso ataque contra los órganos diana que expresan ACE2, tales como el corazón, los 

riñones, el tracto gastrointestinal y el sistema cardiovascular. Esta diseminación viral se 

correlaciona con el deterioro clínico, generalmente alrededor de la segunda semana tras 

el inicio de la enfermedad. La progresión de la enfermedad hasta la etapa tardía se 

puede atribuir tanto al daño viral directo como al daño inmunomediado inducido por el 

SARS-CoV-2. En pacientes graves y críticos con COVID-19, destaca un aumento 

progresivo de la inflamación sistémica, daño tisular y una tendencia inusual de 

hipercoagulación (99), con complicaciones tromboembólicas, lesión cardíaca y/o 

tormenta de citoquinas (100). La progresión de COVID-19 se asocia con una disminución 

continua en el recuento de linfocitos y una elevación significativa de neutrófilos, al mismo 

tiempo los marcadores inflamatorios se elevan notablemente, incluida la PCR, la ferritina, 

la interleucina IL-6, IP-10, MCP1, MIP1A y TNFα. Varios estudios concluyen que la 

reducción del recuento de linfocitos y los niveles elevados de ferritina, IL-6 y dímero D se 

asocian con una mayor mortalidad por COVID-19 (87-90). Los mecanismos subyacentes 

a la linfopenia progresiva en pacientes graves y críticos con COVID-19 siguen sin estar 

claros. 
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1.1.5 Respuesta inmune e inflamación en la infección por SARS-Cov2 

 

La infección por SARS-CoV-2 desencadena una respuesta inmunitaria tanto innata como 

adaptativa. La respuesta proinflamatoria excesiva del virus y la respuesta desregulada 

del huésped ocasionan el daño tisular (101). Posteriormente se produce una 

desregulación inmunitaria generalizada e incontrolada que libera cantidades masivas de 

citoquinas y quimiocinas, que se ha denominado "tormenta de citocinas". Tanto las 

células T CD4+ como las CD8+ son antivirales; CD8+ representan el 80% del total de 

células inflamatorias infiltrantes y pueden eliminar a las células infectadas por virus. Los 

CD4+, activan las células B dependientes de T que producen anticuerpos específicos del 

virus. El equilibrio entre las células T naive y las de memoria es básico para una 

respuesta defensiva eficiente del huésped (101). Mientras que las células T naif son una 

defensa contra infecciones nuevas y no reconocidas previamente, las células T memoria 

son mediadoras de la respuesta inmune específica de antígeno. El desequilibrio favorece 

la actividad de las células T vírgenes frente a las células T reguladoras y contribuye a la 

hiperinflamación a través de una liberación masiva y coordinada de citoquinas.  

La vía del complemento es otro de los factores importantes en el proceso de 

hiperinflamación; así los factores C3a y C5a tienen potentes propiedades 

proinflamatorias capaces de desencadenar el reclutamiento de células inflamatorias y la 

activación de neutrófilos. La tormenta de citoquinas, característica de la infección por 

SARS CoV2, progresa a través de vías, como NF-κB, JAK/STAT y la vía de activación de 

macrófagos, lo que conduce a la liberación de IL-6 y TNF-alfa (101). En la tormenta de 

citoquinas, la IL-6 es un factor clave activando varios tipos de células y formando un ciclo 

de retroalimentación positiva. La producción no regulada a gran escala de interleucinas, 

principalmente IL-6, estimula varias vías más (68,102), y aumenta la producción de 

reactivos de fase aguda como la proteína C reactiva (PCR) (68). 

 

1.1.6 La cascada coagulativa y la inflamación creciente 

 

En la cascada coagulativa creciente posterior se involucran células endoteliales, 

plaquetas, neutrófilos, monocitos y macrófagos. La barrera protectora formada por el 

endotelio vascular que en condiciones saludables actúa como antitrombótico y 
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antiinflamatorio se interrumpe en COVID-19, provocando trombosis e inflamación (103), 

principalmente por la trombina (104). 

La hemostasia primaria comienza con la activación plaquetaria y una vez activadas, 

reclutan más plaquetas. Las plaquetas secretan citoquinas proinflamatorias y factores 

proangiogénicos como el factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF) promoviendo 

la activación y extravasación de leucocitos. La tormenta de citoquinas origina 

trombocitosis y el estado inflamatorio, provocando trombocitopenia por el consumo de 

plaquetas y la formación de trombos y el consumo de plaquetas. Los neutrófilos 

reclutados para colaborar en el crecimiento de los trombos forman trampas 

extracelulares de neutrófilos (NET) y la extrusión organizada de la cromatina de los 

neutrófilos maduros. Los NET son antibacterianos y protrombóticos. Los macrófagos, 

reclutados para trombos de fibrina, generan plasmina, a través de la cual la fibrina se 

degrada a dímeros D. Por este mecanismo es posible que los macrófagos contribuyan a 

la elevación inusual del dímero D que se observa en la COVID-19. Los monocitos 

activados y los patrones moleculares asociados al daño de los tejidos lesionados 

producen citocinas y quimiocinas inflamatorias que estimulan a los neutrófilos, linfocitos, 

plaquetas, células endoteliales vasculares y monocitos para expresar el factor tisular y la 

fosfatidilserina y desencadenar la coagulación (91,105,106).Los análisis de autopsia 

realizados han revelado trombos ricos en fibrina que contienen neutrófilos en los 

capilares alveolares y un aumento de megacariocitos pulmonares que producen 

plaquetas jóvenes que son más trombogénicas (103). Debido a la alta capacidad 

fibrinolítica de los pulmones, existe una fuerte fibrinólisis que conduce a la producción de 

dímeros D que se derraman en la sangre (107). 

 

1.1.7 Linfocitopenia  

 

La linfocitopenia ocurre hasta en el 52% de los pacientes con sepsis y se asocia con una 

mayor mortalidad. En COVID-19, la presencia de linfopenia se correlaciona con el 

ingreso a la unidad de cuidados intensivos, el síndrome de dificultad respiratoria aguda y 

el fallecimiento. Los mecanismos que subyacen a la sepsis linfopénica siguen siendo 

desconocidos (108). La linfocitopenia, como factor indicativo de COVID-19, se atribuye a 

múltiples mecanismos que incluyen, la invasión viral directa y la lisis cuando los linfocitos 
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expresan el receptor ACE2 en su superficie, la apoptosis de los linfocitos inducida por las 

interleucinas, la reducción del recambio de linfocitos debido a la tormenta de citoquinas. 

Esto induce atrofia de los órganos linfoides, y reduce la proliferación de linfocitos debido 

a la acidosis láctica (104). Finger, et al. (2022) destacan que presencia de linfopenia se 

ha correlacionado con una mayor mortalidad y morbilidad; concluyen que una 

comprensión más profunda de la biología molecular y celular de la sepsis linfopénica 

puede ofrecer nuevas oportunidades para desarrollar nuevas estrategias de tratamiento 

dirigidas a la respuesta inmune desregulada del huésped (108).  
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1.2. Biomarcadores en la infección por COVID-19 

 

1.2.1 Definición 

Un biomarcador puede definirse como una característica que puede medirse y evaluarse 

objetivamente como un indicador de procesos biológicos y patológicos normales, o 

respuestas farmacológicas a una intervención terapéutica (109). Se han indicado algunos 

parámetros bioquímicos como posibles biomarcadores de evolución como el aumento de 

ferritina, dímero D, PCR, troponina, LDH o IL-6, que evidencian que la cascada 

inmunológica, inflamatoria y coagulativa están estrechamente interrelacionadas (110). 

Existen diversos biomarcadores según el órgano o sistema de origen, lo que refleja la 

naturaleza multisistémica de la COVID-19, los cuales se muestran en la Tabla 1. 
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Tabla 1 Lista de biomarcadores en COVID-19 clasificados según órgano/sistema involucrado 

En: https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fped.2020.607647/full 

Hematológico Leucocitosis/leucopenia 

 Linfopenia 

 Neutrofilia 

 Depleción célulasCD4+ CD8+  

 Elevación ratio neutrófilos/linfocitos 

Inflamación Citoquinas 

 Qumioquinas 

 Factores de crecimiento 

 Proteína C reactiva 

 Procalcitonina 

 Lactato-Deshidrogenasa 

Coagulación Niveles dímero D 

 Fibrinógeno 

 Degradación productos de fibrina (FDP) 

 Tiempo Protrombina (PT) 

 Tromboplastina parcial activada 

Cardíacos Troponina cardiaca (ctn) 

 Péptido (BNP)/NT-proBNP 

 Péptido natriurético cerebral 

Hepático Aspartarto aminotransferasa 

 (AST) 

 Alanina aminotransferasa (ALT) 

 Bilirrubina 

 Albúmina 

Musculares Creatín-quinasa muscular (CK) 

 Mioglobina 

Renal  Creatina Sérica Renal  

Electrolitos  Hiponatremia 

 Hipopostasemia 

 Hipocalcemia 
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1.2.2 Uso de marcadores en la práctica clínica 

 

Los marcadores de laboratorio, o biomarcadores, pueden proporcionar información 

objetiva con impacto significativo en la atención del paciente complementario a la 

evaluación clínica. COVID-19 es una enfermedad multisistémica originada por un 

proceso sistémico difuso originado por una compleja interacción de las cascadas 

inmunológicas, inflamatorias y de la coagulación (111). 

 

1.2.3 Evolución temporal de biomarcadores en COVID-19 

 

Existen numerosos estudios individuales y varios metaanálisis sobre potenciales 

biomarcadores en COVID-19. La mayoría muestran el cambio diferencial de los 

biomarcadores en la categorización de la enfermedad y la relación con la mortalidad, la 

necesidad de ventilación mecánica e ingreso en UCI y la duración de la estancia 

hospitalaria (109,111–113). 

Es necesario considerar la variación temporal de los biomarcadores durante el transcurso 

de la COVID-19 para determinar la progresión de la enfermedad y la respuesta 

terapéutica (112). 

Un estudio retrospectivo realizado en Wuhan, China, durante la fase inicial de la 

pandemia temprana mostró que los recuentos de leucocitos y neutrófilos eran normales 

en la primera semana y aumentaban posteriormente, y que la linfopenia que fue más 

evidente en personas que no sobrevivieron, se mantuvo en todos los pacientes. La 

trombocitopenia observada en la primera semana mejoró posteriormente en 

sobrevivientes y persistió en no sobrevivientes. El nivel de dímero D se elevó en los no 

sobrevivientes en fases más avanzadas de la enfermedad. Los no sobrevivientes en 

comparación con los sobrevivientes tenían niveles más altos de CK, CK-MB, LDH, AST y 

ALT en la primera parte de la enfermedad, y niveles de urea y creatinina en sangre 

progresivamente crecientes (106). 

La tendencia del hemograma a lo largo del transcurso de la enfermedad ha sido otro de 

los biomarcadores revisados en un estudio retrospectivo. Los recuentos de glóbulos 

blancos, neutrófilos y plaquetas disminuyeron progresivamente en los casos 
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graves/críticos hasta alcanzar el límite más bajo entre los días octavo y noveno de la 

enfermedad con recuperación progresiva en los siguientes días. El recuento de linfocitos 

disminuyó gradualmente y, la proporción de linfocitos reactivos y sintetizadores de 

anticuerpos aumentó progresivamente hacia el décimo quinto día (114). 

Los parámetros hematológicos e inmunológicos evaluados a lo largo del tiempo de la 

primera fase de la pandemia mostraron que los linfocitos, los subconjuntos de células T, 

los eosinófilos y las plaquetas estaban marcadamente bajos al ingreso, especialmente en 

pacientes con enfermedad grave/crítica y no sobrevivientes. Las personas que 

sobrevivieron y las que fallecieron podrían discriminarse por la tendencia creciente de 

eosinófilos, linfocitos y plaquetas en los pacientes que sobrevivían en comparación con 

una caída significativa en los no sobrevivientes. Los niveles restaurados de linfocitos, 

eosinófilos y plaquetas podrían servir como predictores de recuperación, mientras que 

los aumentos progresivos de neutrófilos, basófilos e IL-6 se asociaron con un desenlace 

fatal (115). 

Otro estudio retrospectivo reveló que la ferritina es el último parámetro en volver a la 

normalidad, mientras que la PCR de alta sensibilidad se normalizaba unos 5 días antes 

que la ferritina. Esto parece sugerir que la ferritina podría ser útil para evaluar la 

gravedad (116). Un estudio, que clasificaba los pacientes en 3 categorías (leve, grave y 

fatal), analizó los niveles de 48 biomarcadores (citoquinas, quimioquinas y factores de 

crecimiento–CCGF) en los días 1, 5, 10 y 14 tras el diagnóstico de COVID-19 (117). Tal y 

como se muestra en la tabla 2, los factores IFN-γ, IL-1Rα, IL-2, IL-2Rα, IL-6 junto con 

otros 7 aumentaron de manera similar entre los días 1 y 5 en las todos los pacientes, 

pero aumentaron notablemente en pacientes con evolución fatal 14 después del 

diagnóstico, al tiempo que permanecían en niveles constantes en los sobrevivientes. 

 

1.2.4 Uso de marcadores moleculares en clínica  

 

El uso de marcadores moleculares en clínica no es algo nuevo, y de hecho, es una 

práctica bastante extendida en algunos tumores como el cáncer de mama donde el uso 

de BRCA1/2 se aplica de forma rutinaria como un marcador más que identifica con un 

mayor riesgo a las mujeres portadoras; o también el caso de los marcadores HER-

positivos/HER-2 en estas pacientes. O en el caso del síndrome de Lynch donde se sabe 
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que aproximadamente el 90% de casos se deben a variantes patogénicas germinales en 

los genes MLH1 y MSH2, seguido de MSH6 en el 7%-10% de los casos y PMS2 en 

menos de 5% de los casos; mientras que las deleciones en el gen EPCAM son la causa 

en ~1% de los casos (118). O bien como papel en aplicación de la farmacogenética en la 

clínica, que está muy extendido en el campo de las patologías cardiovasculares, 

neurológicas y psiquiátricas, en cambio en su aplicación no está actualmente estudiada 

en el tratamiento del COVID-19 (119–121).  

 

Tabla 2. Lista de biomarcadores en COVID-19 clasificados según evolución temporal. 

Periodo de 
tiempo 

 Biomarcadores 

< 7 días 

• Recuento total de leucocitos y el recuento de linfocitos 

son normales o ligeramente bajos. 

• ↑ LDH, ↑ AST, ↑ ALT, ↑ CK, ↑ CK-MB – pueden ser 

marcadores tempranos de enfermedades graves y 

mortalidad. 

7-14 días 

• El recuento total de leucocitos y el recuento de linfocitos 

disminuyen progresivamente hasta alcanzar el nadir a los 

8-9 días. 

• Puede aparecer trombocitopenia. 

• ↑ IL-6, IL-10, IL-1RA, MCP-1. 

>14 días 

• El aumento del recuento total de leucocitos, linfocitos y 

plaquetas predecir la recuperación mientras que la 

reducción de los recuentos predice la mortalidad. 

 

Pie de Tabla 2. ALT, alanina transaminasa; AST, aspartato transaminasa; CK, creatina quinasa; IL-6, 
interleucina-6; LDH, lactato deshidrogenasa; MCP, proteína quimioatrayente de monocitos 1. 

Elaboración propia adaptado de https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fped.2020.607647/full 

 

La aplicación de las nuevas técnicas de biología molecular, como la secuenciación 

masiva, ha proporcionado una nueva generación de biomarcadores moleculares, los 

cuales están adquiriendo cada vez una mayor importancia en el ámbito de la medicina 

personalizada, con aplicaciones que incluyen el diagnóstico, el pronóstico y selección de 
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terapias; y que están actualmente aplicándose de forma rutinaria en la práctica clínica; lo 

que sin duda facilita el éxito de esta propuesta (122). 

Estudios recientes basados en la caracterización de las respuestas inmunes en una 

cohorte de pacientes hospitalizados han destacado que los cambios clave asociados a la 

enfermedad COVID-19 quedan reflejados en la frecuencia y el fenotipo de las células 

inmunitarias (123). Se ha comprobado que, la inmunidad adaptativa se encuentra 

deteriorada en pacientes con neoplasias hematológicas infectadas con COVID-19, lo que 

resulta en respuestas inmunes celulares deterioradas al SARS-CoV-2 (124). Sin 

embargo, la mayoría de los datos actuales conocidos a nivel molecular o genómico se 

basan en la caracterización del genoma o superficie celular del virus (125), siendo muy 

escasos los datos relativos a las subpoblaciones de pacientes que han evolucionado de 

forma diferente, y donde claramente nuestro genoma contendrá las bases esenciales 

para esa actuación (126). Existen datos preliminares sobre el posible papel de FNAR2 y 

otros genes potenciales que podrían estar involucrados en la susceptibilidad o pronóstico 

de COVID-19 (127). Así como destacando el papel de TCR y BCR frente a la inmunidad 

a COVID-19, describiendo la existencia de poblaciones celulares similares entre TCR de 

pacientes con una trayectoria característica de clonotipos y trazabilidad durante el curso 

de la enfermedad (128); o bien destacando la caracterización en casos graves de 

COVID-19 de aparición de precursores de neutrófilos, neutrófilos maduros disfuncionales 

y monocitos HLA-DRlo (129).  

Relo, et al. han descrito 5 fenotipos en COVID-19 donde la terapia personalizada puede 

ser útil, que van desde el más benigno (fenotipo 1) hasta el aumento de la dificultad 

respiratoria e hipoxemia (fenotipos 2 y 3) y SDRA (fenotipos 4 y 5) (130). Sugieren que 

IL-6 es una característica diferenciadora entre los fenotipos 2 y 3, y la PCT como una 

característica del fenotipo 5. La definición de fenotipos en función de los factores de 

riesgo subyacentes, las características clínicas y radiológicas y los biomarcadores puede 

ayudar a predecir la necesidad de UCI y optimizar la terapia (130). 
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1.3. Enfoque traslacional y Ultracaracterización de linfocitos 

 

La medicina nos ha permitido hacer avances increíbles en el diagnóstico y tratamiento de 

enfermedades. Pero la complejidad de la biología humana hace que patologías nuevas 

como el COVID-19, sigan siendo actualmente un reto. Desde el inicio de la pandemia, la 

búsqueda de biomarcadores para clasificar correctamente a los pacientes ha sido uno de 

los grandes retos de la comunidad científica en esta enfermedad (131). Existen datos 

controvertidos sobre cuál es el mejor marcador inmunológico para el seguimiento de la 

COVID-19. 

Como se ha expuesto previamente, se han estudiado varios biomarcadores como PCR, 

ferritina sérica, dímero D e interleucina-6 (IL-6), tanto para la evaluación pronóstica de 

pacientes con neumonía por COVID-19, como para el manejo de los mismos (111). 

Progresivamente se han incluido nuevos biomarcadores como la presepsina como 

subtipo soluble de CD14 en pacientes con sepsis (132).  

La separación entre investigación biomédica básica y la aplicación clínica de la misma ha 

crecido progresiva y exponencialmente, pero a pesar de una explosión del conocimiento 

sobre mecanismos de procesos biológicos, no ha habido una traducción en un 

incremento paralelo de nuevos tratamientos. En este contexto surge el concepto de 

medicina traslacional con el objetivo de facilitar la transición de la investigación básica en 

aplicaciones clínicas en beneficio de la salud. En este sentido la medicina traslacional se 

puede enfocar desde dos puntos de vista centrados en la salud humana. El primero 

pretende encaminar el conocimiento de las ciencias básicas para producir nuevos 

medicamentos, dispositivos, marcadores diagnósticos con el objetivo de obtener 

tratamientos que puedan ser desarrollados y aplicados en la clínica con nuevos enfoques 

para la prevención, diagnóstico y tratamiento de la enfermedad. Aquí se pueden 

encontrar proyectos de biomarcadores, terapias génicas, farmacogenómica, entre otros. 

El otro enfoque, defendido especialmente por investigadores de salud pública y servicios 

de salud, considera la salud comunitaria como principal medida y trata de asegurar que 

el conocimiento científico y nuevos tratamientos sean implementados correctamente y 

lleguen a las poblaciones para las que se han sido diseñados (133). 
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El papel de las citoquinas y las quimiocinas se ha asociado con la gravedad de la 

enfermedad y los resultados clínicos de la COVID-19 durante toda la pandemia, lo que 

sugiere que estas moléculas son los biomarcadores más prometedores para el 

tratamiento de los pacientes. Al mismo tiempo se ha informado que algunos 

biomarcadores inflamatorios están significativamente asociados con un mayor riesgo de 

desarrollar COVID-19 grave, como la procalcitonina (PCT), la ferritina sérica, PCR, IL-6 o 

velocidad de sedimentación globular (VSG) (131).  

Recientemente se ha informado que la enfermedad grave se puede distinguir de la 

enfermedad moderada por la pérdida sistémica y la disfunción de los monocitos 

proinflamatorios similares a M1, las CD convencionales y las células dendríticas 

plasmocitoides (CDp). Además, en pacientes pediátricos, se ha descrito que los niveles 

séricos de CD25 soluble y CD163 soluble están regulados positivamente en el suero de 

pacientes con SARS-CoV-2, así como niveles elevados de CD11c+. Se ha identificado 

una población de CD16hi durante la fase aguda de la infección y en la gravedad de la 

enfermedad en primates no humanos (10). 

Además, las tecnologías que combinan citometría de flujo y de masa han mejorado el 

perfil inmunitario de múltiples células individuales en pacientes con COVID-19 al revelar 

cambios en las subpoblaciones de células inmunitarias tanto innatas como adaptativas y 

su correlación con la gravedad de la enfermedad. Hay informes de frecuencias reducidas 

en poblaciones celulares de pacientes graves con COVID-19 en monocitos 

[particularmente monocitos no clásicos CD14lo CD16hi (NCMo), células dendríticas (DC) 

y células asesinas naturales (NK) (134). 

Debido al importante papel del sistema inmunitario y los mecanismos inmunológicos que 

se correlacionan con la progresión de la enfermedad, se propone en esta tesis el análisis 

mediante citometría por espectrometría de masas de tiempo de vuelo (CyTOF). Este es 

un método que permite el análisis simultáneo de más de 40 marcadores celulares sin 

superposición espectral (123,134). 

Existen algunas publicaciones donde se realizan estudios multi-ómicos, enfocados en 

parámetros inflamatorios en las primeras semanas de la enfermedad en pacientes leves, 

pero no se han descrito marcadores aplicables a la práctica clínica (135). Gracias a la 

revolución genómica y a la aplicación de las nuevas tecnologías, se puede obtener gran 
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cantidad de información de marcadores genéticos asociados a patologías o bien 

alteraciones relacionadas con el perfil del metabolismo del fármaco, o bien con la 

agresividad de una patología, permitiendo información muy individualizada de cada 

paciente. La incorporación de estudios de NGS, permitirá explicar no sólo las variantes 

más comunes sino aquellas raras, que pueden dar respuesta a la elevada tasa de 

agresividad o variabilidad de respuesta de los pacientes de COVID-19, así como aquellos 

pacientes que evolucionan con un peor pronóstico de la misma (136). 
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2. HIPÓTESIS Y JUSTIFICACIÓN 
 

Cada paciente es biológicamente único y la medicina personalizada abre una nueva 

puerta para abordar este tipo de patologías. Complementar los biomarcadores clínicos 

actuales, con los biomarcadores genómicos permitirá una mejor categorización de esta 

patología desde el diagnóstico inicial y mejorará la estratificación de los pacientes. 

Aportará beneficios ofreciendo una estrategia terapéutica y seguimiento clínico óptimos y 

acercará la medicina personalizada a la patología COVID-19. La OMS clasificó en 2020 a 

los pacientes afectados por COVID-19 en 4 grupos (afección asintomática, enfermedad 

leve, enfermedad grave y enfermedad crítica); pero se tiene el convencimiento científico 

que las variantes polimórficas existentes en el receptor ACE2 hacen que distintos 

pacientes englobados clínicamente dentro del mismo grupo (con los marcadores clínicos 

actuales) no respondan ni evolucionen de igual forma a la patología. Este aspecto se 

podrá reajustar con los análisis moleculares realizados en este trabajo. Con las 

tecnologías que combinan citometría de flujo y de masas se han mejorado los perfiles 

inmunológicos unicelulares múltiples en pacientes con COVID-19 al revelar cambios en 

las subpoblaciones de células inmunes tanto innatas como adaptativas y su correlación 

con la gravedad de la enfermedad. 

Este trabajo de investigación propone un enfoque traslacional basado en selección 

celular para una ultra caracterización de los pacientes (grupos asintomáticos, leves y 

graves), analizando el papel de diversos biomarcadores no invasivos, especialmente 

biomarcadores citométricos y genéticos, que podrían predecir o anticipar los resultados 

más graves en estos pacientes. Debido al importante papel del sistema inmune y los 

mecanismos inmunológicos que se correlacionan con la progresión de la enfermedad, 

nos centramos en el análisis mediante citometría por espectrometría de masas de tiempo 

de vuelo (CyTOF). Este es un método que permite el análisis simultáneo de más de 40 

marcadores celulares sin superposición espectral Este tipo celular básico de nuestro 

sistema inmune innato y adaptativo permite ofrecer más información por su capacidad 

para producir citoquinas y de actuar frente a distintos agentes infecciosos como el SARS-

CoV-2.  
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3. OBJETIVOS 
 

3.1 OBJETIVO PRINCIPAL 

 

Describir el papel de biomarcadores no invasivos, especialmente biomarcadores 

genéticos e incluir otros, gracias a la Citometría de flujo, que describan las características 

morfológicas de las células del sistema inmune, para predecir o anticipar los estadios 

más graves de pacientes de COVID-19. Ambos biomarcadores integrados permitirán 

conocer desde el inicio, aquellos pacientes con un riesgo de desarrollar una patología 

más agresiva. 

 

3.2 OBJETIVOS SECUNDARIOS 

 

I. Definir las variantes genéticas y características celulares que se asocien con los 

grupos: (1) Asintomáticos; (2) Leves; (3) Graves; así como la interacción entre 

aquellas que mejor clasifiquen cada uno de estos grupos. 

II.  Identificar los marcadores genéticos, tipo SNP, y celulares, mediante citometría 

de masas, que nos ayuden a describir características fenotípicas de esta 

patología. 

III. Proponer biomarcadores para poder desarrollar un algoritmo de decisión que 

contemple las variables clínicas, celulares y genéticas con la mala respuesta y 

agresividad del COVID-19. 
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4. MATERIAL Y MÉTODOS 

4.1 Diseño del estudio 

 

Estudio de cohortes retrospectivo con análisis por pares, como parte de un estudio 

multicéntrico. Dicha cohorte forma parte de un proyecto financiado por la Consejería de 

Salud y Familias de la Junta de Andalucía en la modalidad de Proyectos Estratégicos 

(PE-COVID-0006-2020). El proyecto ha generado un grupo control de pacientes con 

COVID-19 seleccionados, y que han sido aportados por los hospitales referentes de la 

provincia y centros de Salud (atención primaria) participantes en el proyecto. Este 

proyecto fue específicamente diseñado para conocer las características genéticas 

predictoras de la enfermedad COVID-19 grave en pacientes atendidos en la zona. El 

tamaño de la muestra fue calculado considerando la proporción del número de casos, 

muertes e ingresos en UCI declaradas en la Red de Alerta de Andalucía. Para todos los 

casos COVID-19, se recogieron variables basales, clínicas, de exploraciones 

complementarias (analíticas, radiológicas) y de tratamiento. Las variables de laboratorio 

fueron seleccionadas atendiendo a la literatura disponible en el momento de recogida de 

los datos y de la fase evolutiva de la pandemia. Se analizó individualmente el ingreso en 

UCI y la necesidad de intubación orotraqueal/Ventilación mecánica invasiva (IOT/VMI). 

Todos los datos se obtuvieron mediante la revisión de las historias clínicas de 

hospitalización y atención primaria.  

 

4.2 Población de estudio 

 

Pacientes diagnosticados de COVID-19 en la provincia de Granada entre marzo de 2020 

y diciembre de 2021. Se reclutó a un total de 329 pacientes, de los que se genotiparon 

un total de 329 muestras de sangre para los marcadores ACE2, MX1 y TMPRSS2. Se 

realizaron análisis de ARN a partir de 258 muestras disponibles mediante la reacción en 

cadena de la polimerasa cuantitativa para los genes: ERG, ETV5, AR, MX1, ACE2 y 

TMPRSS2. Se realizó un predictor de efectos de variantes de análisis in silico, bases de 

datos ClinVar, IPA, DAVID, GTEx, STRING y miRDB. Para la realización de la citometría 

y el análisis genético se seleccionaron un total de 66 (n = 34 leves y n = 32 graves) 
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pacientes con una edad media de 52 años entre 2020 y 2021. Todos los datos clínicos 

(ferritina, dímero D, PCR, troponina, LDH), síntomas (se incluyeron fiebre, anosmia, 

astenia, disnea, COVID prolongado, etc.), y el seguimiento clínico en Unidad de 

Cuidados Intensivos (UCI) (necesidad de ventilación asistida, neumonía, etc.). Se 

describen más detalles en la Tabla 3 y Tabla 3 adicional. 
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Tabla 3 Características descriptivas de las muestras. 

 
Asintomáticos/ 

enfermedad leve n 
(%) 

Enfermedad 
severa / crítica n 

(%) 
OR (CI 95%) Valor p* 

Edad (n= 330) 45.3 +/- 15.3** 60.1 +/- 12.8**  < 0.001 

 < 55 años 126 (67.4%) 59 (41.3%) Ref. < 0.001 

 > 55 años 61 (32.6%) 84 (58.7%) 2.94 (187-4.62)  

Género (n = 330)    0.477 

 Masculino 85 (45.7%) 71 (49.7%) Ref.  

 Femenino 102 (54.3%) 72 (50.3%) 0.86 (0.55-1.33)  

Datos Clínicos     

Ferritina (ng/m L) (n = 216)    < 0.001 

 ‹ 258 73 (62.4%) 32 (32.3%) Ref.  

 > 238 44 (37.6%) 67 (67.7%) 3.47 (1.97-6.10)  

Dímero D (ng/mL) (n= 108)   < 0.010 

 < 4.77 42 (39.9%)  Ref.  

 > 4.77 65 (60.7%)  
0.46 (0.26—

0.82) 
 

PCR (mg/L) (n = 21 1)    < 0.001 

   < 19.8 74 (65.5%) 31 (31.6%) Ref.  

   > 19.8 39 (34.5%) 67 (68.4%) 4.10 (2.30–
7.29) 

 

Troponina (ng/L) (n = 71)    0.440 

  < 9 11 (44%) 15 (32.6%) Ref.  

   > 9 14 (56%) 31 (67.4%) 1.62 (0.59–
4.42) 

 

LDH {U/L) (n= 185)    < 0.001 

 < 262 61 (64.2%) 33 (36.7%) Ref.  

   > 262 34 (35.8%) 57 (63.3%) 3.09 (1.70–
5.64) 

 

 IL-6 (pg/mL) (n = 21)    0.670 

 < 51 4 (40%) 6 (54.5%) Ref.  

   > 51 6 (60%) 5 (45.5%) 0.56 (0.09–
3.14) 

 

Vacuna de la gripe (n= 198)    < 0.001 

  No 90 (70.3%) 32 (45.7%) Ref.  

   Sí 38 (29.7%) 38 (54.3%) 2.82 (1.53–
5.14) 

 

Seguimiento clínico en UCI    

Ventilación mecánica (n= 88)   0.991 

 No 8 (30.8%) 19 (30.6%) Ref.  
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 Sí 18 (69.2%) 43 (69.4%) 1.00 (0.37–
2.71) 

 

Neumonía (n = 330)     

   No 155 (82.9%) 80 (55.9%) Ref.  < 0.001 

  Sí 32 (17.1%) 63 (44.1%) 3.81 (2.30–
6.31) 

 

Síndrome de inflamación sistémica (n = 43)   < 0.001 

   No 4 (33.3%) 11 (35.5%) Ref.  

  Sí 8 (66.6%) 20 (64.5%) 4.29 (1.33–
13.82) 

 

Días de hospitalización (n= 81)   < 0.001 

 < 37 días 21 (87.5%) 47 (83.9%) Ref.  

 ≥ 37 días 4 (12.5%) 9 (16.1%) 4.16 (2.34–
7.41) 

 

Sintomatología     

Afectación cutánea  
(n = 131) 

   0.077 

   No 62 (96.9%) 59 (88.1%) Ref.  

  Sí 2 (3.1%) 8 (11.9%) 4.20 (0.85–
20.61) 

 

Anosmia (n= 143)    0.800 

   No 59 (81.9%) 57 (80.3%) Ref.  

  Sí 13 (18.1%) 14 (19.7%) 1.11 (0.48–
2.57) 

 

Ageusia (n = 144)    1.000 

   No 56 (77.8%) 56 (77.8%) Ref.  

  Sí 16 (22.2%) 16 (22.2%) 1 (0.45–2.19)  

Mialgia (n= 140)    0.270 

   No 44 (64.7%) 40 (55.6%) Ref.  

  Sí 24 (35.3%) 32 (44.4%) 1.46 (0.74–
2.89) 

 

Cefalea (n = 140)    0.225 

   No 53 (74.6%) 45 (65.2%) Ref.  

  Sí 18 (25.4%) 24 (34.8%) 1.57 (0.75–
3.25) 

 

Fiebre (n=172)     0.033 

   No 42 (49.4%) 29 (33.3%) Ref.  

  Sí 43 (50.6%) 58 (66.7%) 1.95 (1.05–
3.62) 

 

Disnea (n = 143)    0.3ó0 

   No 41 (56.9%) 35 (49.3%) Ref.  

  Sí 31 (43.1%) 36 (50.7%) 1.36 (0.70–
2.62) 

 

Astenia (n= 130)    0.722 

   No 33 (50%) 30 (46.9%) Ref.  

  Sí 33 (50%) 34 (53.1%) 1.13 (0.56–
2.26) 

 

COVID Prolongado (n = 69)   0.385 
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   No 26 (61.9%) 14 (50%) Ref.  

  Sí 15 (35.7%) 14(50%) 1.62 (0.62–
4.27) 

 

Comorbilidad     

Cáncer (n = 3) 1 (100%) 3 (10%)   

Obesidad (n = 18) 0 (096) 18 (90%)   

 
*Chi cuadrado (excepto t-Student para edad). 
**Media ± Desviación estándar. 
En negrita valores estadísticamente significativos. 



 

 

  MATERIAL Y MÉTODOS 

 

      

 

51 

  
 

Tabla 4 Características descriptivas de las muestras. 

Variables Pacientes 

Edad   

  <55  40 (60.6%) 

 ≥55  26 (39.4%) 

Sexo  

 Varón  30 (45.5%) 

 Mujer  36 (55.5%) 

Agresividad  

 Media  34 (51.5%) 

 Severa  32 (48.5%) 

Vacuna gripe  

 No 44 (66.7%) 

 Sí 21 (31.8%) 

 Dato no disponible 1 (1.5%) 

 COVID persistente  

 No 62 (93.9%) 

 Sí 1 (1.5%) 

 Dato no disponible 3 (4.5%) 

Neumonía  

 No 33 (50%) 

 Sí 31 (47%) 

 Dato no disponible 2 (3%) 

 Respuesta Inflamatoria Sistémica 

 
 

 No 45(68.2%) 

 Sí 18 (27.3%) 

 Dato no disponible 3(4.5%) 
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4.2.1 Criterios de inclusión 

Para el grupo grave se tuvieron en cuenta las siguientes variables de inclusión:  

(i) hipoxia con saturación periférica de oxígeno (SpO2) ≤93% o presión parcial 

de oxígeno/fracción de oxígeno inspirado (PaO2/FiO2) >300 mmHg; 

(ii)  frecuencia respiratoria (RR) ≥30 respiraciones/min;  

(iii)  ingreso en la UCI.  

Los criterios de inclusión para el grupo leve fueron: 

(i) SpO2 >93%;  

(ii) la presencia de síntomas inespecíficos como fiebre, fatiga, tos o dolor 

muscular, sin hospitalización;  

(iii) síntomas imperceptibles durante la infección.  

La recolección de los pacientes de este trabajo comenzó en el inicio de la declaración de 

pandemia, en un periodo de gran incertidumbre para la población y comunidad científica. 

Los criterios de inclusión fueron revisados periódicamente de acuerdo con la evidencia 

científica que iba surgiendo a nivel mundial (137–140). 

 

4.2.2 Criterios de exclusión 

1. Edad inferior a 18 años. 

2. Negativa a participar en el estudio. 

3. Pacientes ingresados directamente en UCI con IOT en el momento del estudio por la 

imposibilidad de otorgar directamente consentimiento informado. 

4. Pacientes de etnia no caucásica. 

 

4.2.3 Reclutamiento 

Para los casos graves: pacientes atendidos de forma consecutiva en los Hospitales San 

Cecilio y Virgen de las Nieves de Granada entre marzo de 2020 y diciembre de 2021 

diagnosticados de infección SARS-Cov2 y COVID-19 que cumplían criterios de inclusión 

y daban su consentimiento para participar en el estudio. 
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Para los casos leves: pacientes atendidos de forma consecutiva en los puntos de 

atención de urgencia y Centros de Atención Primaria de la provincia de Granada que 

cumplían los criterios de inclusión y accedían a participar en el estudio. 
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4.3 Recolección de datos 

 

Se obtuvieron y revisaron los registros diarios de pacientes graves ingresados a través 

de la Red Nacional de Vigilancia Epidemiológica (RENAVE); mediante la revisión 

individual de cada uno de los casos a través la base de datos hospitalaria (DIRAYA) se 

recogieron las características demográficas (edad, sexo), comorbilidades (HTA, diabetes, 

obesidad (considerada como IMC > 30 Kg/m2), cardiopatía isquémica, insuficiencia renal 

insuficiencia cardiaca, EPOC, asma), índices de gravedad clínica al ingreso, toma de 

antiagregantes, anticoagulantes, antihipertensivos (IECAs/ARA2) y patrón de severidad 

radiológico. 

Además, se recogieron características propias de la enfermedad (tiempo de evolución, 

grado de afectación radiológica, así como otras manifestaciones de la misma, 

parámetros analíticos (PCR, ferritina, IL‐6, dímero D, subpoblaciones linfocitarias, 

procalcitonina), los tratamientos inmunosupresores empleados al ingreso, así como los 

parámetros clínicos y radiológicos indicativos de gravedad (141). 

 

Con respecto al consentimiento informado: 

El protocolo de estudio que da base a esta tesis fue aprobado por el Comité Ético de 

Investigación de Granada (CEI-Granada) con código interno 1329N-21. Se obtuvo el 

consentimiento informado por escrito de todos los participantes de acuerdo con los 

principios de la Declaración de Helsinki. En esta investigación se extremaron las 

garantías de confidencialidad en el uso de esta información y todos los datos fueron 

incluidos en una base de datos anonimizada donde cada paciente estaba identificado por 

un registro numérico. Todos los datos han sido usados de forma agregada y en ningún 

caso se publicó ninguna información con carácter individual. Se ha actuado conforme a lo 

establecido en la Ley Orgánica 3/2018 de 5 diciembre de Protección de Datos personales 

y garantía de los derechos digitales. 
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4.4 Análisis de datos 

 

4.4.1 Pacientes 

En todos los pacientes la infección por SARS-Cov2 se confirmó mediante una reacción 

en cadena de la polimerasa con transcripción inversa (RT-PCR) positiva o mediante una 

prueba de anticuerpos IgM positiva; e IgG positiva tras la recuperación de COVID-19. 

Estos criterios de inclusión se revisaban periódicamente en función de la evidencia 

clínica que iba apareciendo a partir de la declaración de pandemia. Para la recolección 

de muestras, se recolectaron muestras graves en la UCI durante su hospitalización y los 

grupos restantes se recolectaron en atención primaria, tras la infección por COVID-19. 

De cada paciente se recogieron dos tubos de sangre periférica en EDTA (anticoagulante 

del ácido etilendiaminotetraacético). 
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4.4.2 Análisis de citometría 

 

4.4.2.1 Procesamiento de muestras de sangre total 

Para el análisis de citometría de flujo las muestras de sangre se procesaron tras un 

máximo de 3 horas posteriores a la recolección. Las células sanguíneas se fijaron 

extrayendo 700 µl de sangre y agregando 1 ml de estabilizador proteómico PROT1 

(Smart Tube Inc, San Carlos, CA, EE. UU.) para incubación durante 10 minutos a 

temperatura ambiente. Posteriormente la sangre se congeló y se almacenó a -80 °C 

hasta su tinción. 

Después de descongelarlas a 4ºC, las muestras se diluyeron en 13 ml de Thaw-Lysis 

Buffer 1X (Smart Tube Inc, San Carlos, CA, EE. UU.), se filtraron a través de un 

pluriStrainer de 100 µm (pluriSelect Life Science, Leipzig, DE) y se lisaron durante 10 min 

a temperatura ambiente. Posteriormente se sedimentaron las células, se lavaron los 

leucocitos con tampón de tinción celular (CST) Maxpar® (Fluidigm, San Francisco, CA, 

EE. UU.) y se resuspendieron en 2 ml de CST. Se contaron las muestras de sangre, 

repartiendo alícuotas del mismo número de células para cada muestra, 2,2 x 106 

células/muestra Todas las muestras se agruparon en un solo tubo y se añadió 1 µl de 

bloque Fc (BD Biosciences, Franklin Lakes, Nueva Jersey, EE. UU.) y se incubó durante 

10 minutos a temperatura ambiente. Posteriormente se tiñen los antígenos de superficie 

con el cóctel de anticuerpos de superficie y se incuban a 4 °C durante 30 minutos. Se 

lava con CST y se fija con 1 ml de PFA al 2% (solución madre de formaldehído al 16% 

(ThermoScientific, Rockford, IL, EE. UU.)) y se incuba durante 10 minutos a temperatura 

ambiente. Posteriormente se tiñe el ADN con solución de iridio (Ir) y se incuba durante la 

noche a 4 °C con 1:2000 Ir (125 μM) en tampón Fix y Perm.  

 

4.4.2.2 Adquisición de datos 

Se descongelaron las células teñidas para citometría de masas. Cada muestra se 

fenotipó al inicio del estudio utilizando un panel CyTOF de monocitos y macrófagos de 15 

parámetros (Tabla 5). Para la adquisición de CyTOF, las muestras se lavaron en tampón 

de adquisición de células (CAS) Maxpar®. Antes de la adquisición, se resuspendieron 1 
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millón de células/ml en CAS que contenía beads EQ (1:10) y se filtraron dos veces a 

través de tubos con tapa de filtro celular de 35 µm. Las muestras se adquirieron a una 

velocidad de 250 a 300 eventos por segundo en un citómetro de masa Helios® (Fluidigm, 

San Francisco, CA, EE. UU.). 

 

 

 
Tabla 5 Información de Anticuerpos 

Maxpar® Human Monocyte/Macrophage Phenotyping Panel Kit 

Diana Clon Casa Comercial Isótopo 

CD19 HIB19 Fluidigm 142Nd 

CD11b ICRF44 Fluidigm 144Nd 

CD7 CD7-6B7 Fluidigm 147Sm 

CD66 CD66a-B1.1 Fluidigm 149Sm 

CD36 5-271 Fluidigm 152Sm 

CD163 GHI/61 Fluidigm 154Sm 

CD45 HI30 Fluidigm 156Gd 

CD11c Bu15 Fluidigm 159Tb 

CD14 M5E2 Fluidigm 160Gd 

CD16 3G8 Fluidigm 165Ho 

CD38 HIT2 Fluidigm 167Er 

CD206 15-2 Fluidigm 168Er 

CD33 WM53 Fluidigm 169Tm 

CD3 UCHT1 Fluidigm 170Er 

HLA-DR L243 Fluidigm 174Yb 

 

4.4.3 Análisis de datos 

Los datos sin procesar se normalizaron utilizando MATLAB R2021a (MathWorks, Natick, 

MA, EE. UU.). Se utilizó el software GemStoneTM versión 2.0.45 (Verity Software House, 

Topsham, ME, EE. UU.) y FlowJo versión 10.8.1 (BD Biosciences, Franklin Lakes, Nueva 

Jersey, EE. UU.) para analizar y limpiar los datos de CyTOF. Los archivos FCS 

normalizados se transfirieron al software GemStoneTM, que realiza un control de calidad 

estandarizado, automatizado y no supervisado (eliminación de cuentas y selección de 

singletons de alta calidad). Posteriormente, el software analizó diferentes poblaciones de 
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leucocitos. La reducción de dimensionalidad, el algoritmo de agrupamiento y el heatmap 

se realizaron utilizando el software de análisis de datos OMIQ (OMIQ, INC., Santa Clara, 

CA, EE. UU.). Además, el algoritmo del Cen-se' identifica eventos relacionados con base 

en la medición; los seleccionamos y los trazamos en un gráfico bivariado. Cen-se' nos 

permite evaluar con qué precisión nuestro modelo identifica estas células en nuestros 

tipos de células. También podemos examinar células que aún no pertenecen a ningún 

tipo celular y descubrir qué medidas las identifican (142).  

 

4.4.4 Análisis genético 

Las muestras de sangre para el análisis genético se procesaron en las siguientes 4 a 6 

horas después de su recolección. El plasma se obtuvo mediante centrifugación a 1400 g 

y 4 °C durante 10 minutos. Después de la separación, las muestras de plasma se 

congelaron a -80°C hasta su posterior análisis. 

El protocolo de extracción de ADN se realizó según el protocolo del fabricante del “Real 

Blood DNA Kit” (Real life-science solutions, Valencia, España). Todas las muestras se 

estandarizaron a 20 ng/μl utilizando Nanodrop 2000/2000c (ThermoFisher, Waltham, MA, 

EE. UU.) y tuvieron valores entre 1.8 y 2.0 A280/260. El genotipado se realizó utilizando 

la “TaqMan® Genotyping Master Mix” (Applied Biosystems, Foster City, CA, EE. UU.), 

que contiene todos los componentes esenciales (excepto sondas, y agua) para la 

reacción en cadena de la polimerasa (PCR). Los ensayos de discriminación alélica se 

realizaron en un sistema de PCR en tiempo real del equipo 7900HT (Applied Biosystems, 

Foster City, CA, EE. UU.). Los resultados se analizaron utilizando el software SDS 

versión 2.4 (Applied Biosystems, Foster City, CA, EE. UU.). 

La selección de SNPs se realizó según el sitio web del Centro Nacional de Información 

Biotecnológica en los datos más relevantes según COVID-19 y marcadores genéticos. 

Además, solo se seleccionaron de la base de datos Ensembl aquellos SNP con una 

frecuencia alélica superior al 20% en el alelo menor (MAF) en la población caucásica 

(143) Finalmente, se seleccionó ACE2 (rs2285666), MX1 (rs469390) y TMPRSS2 

(rs2070788) para el presente análisis.  
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4.4.5 Análisis estadístico 

Las variables de citometría de flujo continuo se transformaron en variables categóricas 

mediante una estrategia de agrupación. Así, las variables de citometría de flujo se 

dividieron en dos grupos según su mayor o menor expresión en función del valor de la 

mediana del número total de pacientes. Posteriormente se analizaron las variables 

categóricas mediante la prueba de chi-cuadrado (χ2). Se utilizó un análisis de regresión 

logística (ya sea binario o múltiple) para evaluar cuál de los factores genéticos y/o de 

citometría de flujo podría ser determinante del riesgo de COVID-19. Se calcularon los 

odds ratios (OR) y los intervalos de confianza del 95% (IC del 95%) con un valor de p 

<0.05 como criterio de significancia. Todos los análisis se realizaron con el paquete 

estadístico SPSS versión 22 (IBM Corporation, Armork, NY, EE. UU.) y Graph Pad Prism 

versión 8.2.1 (Graph Pad Software, EE. UU.). El heatmap se creó utilizando los paquetes 

tidyr versión 1.2.0, ggplot2 versión 3.3.6 y forcats versión 0.5.1 de R versión 4.1.3. Antes 

de generar el heatmap, las muestras se normalizaron utilizando el método de 

normalización-min-max.
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5. RESULTADOS 
 

5.1 Análisis de citometría 

5.1.1. Descripción general de la población 

El análisis descriptivo de los parámetros de citometría en 66 pacientes (n=34 leves y n=32 

graves) con una edad promedio de 52 años, se describe en la tabla adjunta (Tabla 6). El 

CD45- tiene un valor estadísticamente significativo (p=0.014) entre pacientes leves y 

graves. Se describen resultados comparables para CD45- al comparar el algoritmo de 

Cen-se' realizado con el software GemStoneTM (Figura 7). El algoritmo de Cen-se' 

demostró también que existen diferencias entre pacientes graves (Fig. 7A) y leves (Fig. 

7B) en la población de granulocitos (Fig. 7). Un resumen de las dos poblaciones se 

muestra en un heatmap (Fig. 7C). 
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Tabla 6 Análisis de variables de citometría en las principales poblaciones de células de sangre periférica. 

 

Variantes Leve Severa OR 95% CI p-valor  

CD3+           
 

  <22.51 16 17 
0.784 0.298-2.063 0.622 

  ≥22.51 18 15 

Granulocitos           
 

  <54.41 18 15 
1.275 0.485-3.354 0.622 

  ≥54.41 16 17 

Células B           
 

  <2.78 15 17 
0.697 0.264-1.837 0.464 

  ≥2.78 19 15 

Células NK           
 

  <3.15 15 17 
0.697 0.264-1.837 0.464 

  ≥3.15 19 15 

CD45-           
 

  <2.46 12 21 
0.286 0.104-0.787 0.014 

  ≥2.46 22 11 

Mo_Clásicos           
 

  <4.82 17 16 
1 0.381-2.626 1 

  ≥4.82 17 16 

Mo_Transicionales           
 

  <0.07 14 17 
0.618 0.233-1.636 0.331 

  ≥0.07 20 15 

Mo_No Clásicos           
 

  <0.18 15 17 
0.697 0.264-1.837 0.464 

  ≥0.18 19 15 

CD14dim           
 

  <1.23 16 16 
0.889 0.338-2.336 0.811 

  ≥1.23 18 16 
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Figura 7 CD45 representado por el algoritmo de Cen-se´ con el software GemStone™. 

(A) Población grave de pacientes. 
(B) Población leve de muestras, (C) Representación del heatmap de ambas 
poblaciones. 
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5.1.2. Comparaciones de grupos de pacientes graves versus leves 

 

Las frecuencias de la relación CD163+/CD206- disminuyeron en el grupo leve en 

comparación con el grupo grave en monocitos de transición (T-Mo), mientras que las 

frecuencias de CD163-/CD206- aumentaron en el grupo leve en comparación con el 

grupo grave (Figura 8). No se observaron diferencias entre las frecuencias de T-Mo en 

CD163+/CD206+ y CD163-/CD206+ Además, se encontraron diferencias en la expresión 

de CD11b en CD14dim-Mo en el grupo grave. Estas diferencias disminuyeron en el 

grupo de mujeres (F en la figura) (p=0.0412) cuando se realizó la agrupación en 

pacientes graves. CD14dim-Mo es una población de monocitos clasificada por el 

software GemStoneTM como una comparación independiente con la población de 

monocitos clásica.  

 

 

 

             Figura 8 Comparaciones de monocitos de transición CD163+/CD206 
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5.1.3. Comparaciones de edad 

 

Al comparar grupos severos, por edad, los pacientes ≥ 55 años tuvieron un aumento en 

algunos marcadores en el grupo de monocitos en comparación con < 55. Por ejemplo, la 

expresión de CD33 fue mayor en los monocitos no clásicos (NC-Mo). Esta diferencia 

también se observó una cuando se analizó el CD14dim-Mo total en personas mayores de 

55 años (Figura 9A-B). La expresión de HLA-DR en monocitos clásicos (C-Mo) también 

fue mayor en el grupo ≥55 (Fig. 9C). Sorprendentemente, las frecuencias T-Mo de 

CD163+/CD206- aumentaron en los más jóvenes, mientras que CD163-/CD206- 

aumentaron en los mayores (Fig. 9D). Al comparar grupos leves por edad, se encontró 

que T-Mo CD38 y CD11b eran buenos biomarcadores para estratificar a los pacientes, 

como se muestra en la Figura 9. 
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Figura 9. Análisis de citometría mediante comparaciones de edad 

Entre el grupo grave: (A) Niveles de células CD33 NC-Mo. (B) Niveles de monocitos CD33 CD14dim. (C) Niveles de 

monocitos clásicos HLA-DR. (D) Niveles de células T-Mo CD163+/CD206-. Entre el grupo leve: (E) Niveles de CD38 T-

Mo y CD11b T-Mo. 
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5.1.4. Comparaciones de género 

 

En el grupo de COVID leve, se encontró diferencia en la expresión de las células NK. Las 

frecuencias disminuyeron en el grupo de mujeres en comparación con el grupo de 

hombres (p = 0.030 (Figura 10). La expresión de CD11b también fue mayor en C-Mo (p = 

0.043) (Figura 10) y CD163+/CD206+ NC-Mo en hombres (p = 0.004) La expresión de 

HLA-DR en CD14dim-Mo fue menor (p=0.009) y las frecuencias en T-Mo de 

CD163+/CD206- disminuyeron en los varones (p=0.033). 

 

 

 

Figura 10 Comparaciones de grupos leves entre hombres y mujeres en análisis de citometría. 

 (A). Niveles de células NK y células NC-Mo CD163+/CD206+. (B) Niveles de monocitos de 

transición CD163+/CD206- y monocitos HLA-DR CD14dim. 
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En resumen, al comparar pacientes con COVID-19 leve versus grave, encontramos que 

el marcador CD45- (p=0.014; OR=0.286, IC 95% (0.104-0.787)); el T-Mo 

CD163+/CD206- (p=0.049; OR=2.692, IC 95% (0.995-7.284)) y la relación 

CD14dim/CD33+ (p=0.014; OR=0.286, IC 95% (0.104-0.787)) son las mejores opciones 

como biomarcadores para discriminar entre estas poblaciones. Se confirma el papel de 

CD38 y CD11b como buenos biomarcadores para la estratificación de pacientes 

mediante análisis con el software GemStoneTM (Figura 11). En comparación con los 

monocitos clásicos, existe una clara diferencia. Esta diferencia se vuelve aún mayor 

cuando se incluye CD33, aunque no encontramos cambios significativos en las 

poblaciones de T-Mo CD33+ entre pacientes graves y leves mayores o menores de 55 

años. FlowSOM admite datos de citometría de flujo en un mapa autoorganizado (SOM) 

como una técnica de agrupación no supervisada y reducción de dimensionalidad, 

entrenando una representación discretizada del espacio de entrada. FlowSOM se puede 

utilizar como punto de partida para el análisis o después de la activación manual para 

una fácil visualización de los resultados. Por lo tanto, también proporciona información 

sobre subpoblaciones que pueden haberse pasado por alto durante la selección manual 

original (144).  

 

 

Figura 11 Gráficos de FlowSOM a partir del análisis de monocitos en pacientes leves. 

 (A) Gráfico FlowSOM de pacientes leves menores de 55 años. (B) Gráfico FlowSOM de pacientes leves 
menores de 55 años. (C) Gráfico de CD11b de pacientes leves mayores de 55 años. (D) Gráfico de 
CD11b de pacientes leves menores de 55 años. (E) Gráfico CD38 de pacientes leves mayores de 55 
años. (F) Gráfico CD38 de pacientes leves menores de 55 años. (G) Gráfico de CD33 de pacientes leves 
mayores de 55 años. (H) Gráfico de CD33 de pacientes leves menores de 55 años.
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5.2 Análisis genético 

 

Se encontró que los portadores de G (TMPRSS2 en rs2070788) tienen un mayor riesgo 

(p=0.02; OR=3.37, IC del 95% (1.18-9.60)) de tener COVID-19 grave en comparación 

con aquellos con AA. Además, se debe considerar que no se pudieron observar otros 

significados debido al tamaño limitado de la muestra para el presente análisis genético. 

Curiosamente, al combinar el análisis genético con la citometría encontramos tres 

combinaciones con valores significativos, todas en el gen TMPRSS2. Solo en el modelo 

dominante muestra valores significativos comparando pacientes leves versus graves 

(Tabla 6); ahora esta fortaleza se refuerza al combinarse con CD45-, monocitos de 

transición CD163+/CD206- y CD14dim/CD33+, tal y como se detalla en la Tabla 7. 

 

Tabla 7 Comparaciones de agresividad genética y COVID-19. 

Variantes Leve Severa p-valor OR 95% IC 

MX1_rs469390_Dom           

  AA   11 9 
0.70 1.22 

0.42-

3.50   AG + GG   23 23 

MX1_rs469390_Rec           

  GG   9 5 
0.28 1.94 

0.57-

6.59   AG + AA   25 27 

ACE2_rs2285666_Dom           

  CC   26 27 
0.42 0.62 

0.17-

2.08   CT + TT   8 5 

ACE2_rs2285666_Rec           

  CT + CC   31 30 
0.69 1.45 

0.22-

9.30   TT   2 3 

TMPRSS2_rs2070788_Dom           

  AG + GG   16 24 
0.02 3.37 

1.18-

9.60   AA   18 8 

TMPRSS2_rs2070788_Rec           

  AG + AA   30 25 
0.27 0.47 

0.12-

1.81   GG   4 7 

Nota pie Tabla 7. Dom: modelo dominante; Rec: Modelo recesivo. O: Odds Ratio; IC: intervalo de confianza. 
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Tabla 8. TMPRSS2 y comparaciones de citometría en la agresividad de COVID-19. 

 Leve vs Severa 

Variantes OR 95% IC p-valor 
Omnibus Test 

(Step/Block/Model) 
* 

R2 

Nagelkerke 

TMPRSS2_rs2070788_Dom 3.20 1.07-9.51 0.036 

0.005 0.201 

CD45-   0.30 0.10-0.85 0.025 

TMPRSS2_rs2070788_Dom 5.28 1.57-17.68 0.007 

0.002 0.228 

MT_163+_206- 4.34 1.34-13.96 0.014 

TMPRSS2_rs2070788_Dom 4.42 1.38-14.10 0.012 

0.001 0.242 

CD14dim_33+ 0.22 0.07-0.679 0.008 

Nota pie de tabla 8: * Todas las variables explicativas se agregaron en un bloque y por lo tanto tienen un solo paso. 

Esto significa que los valores p son los mismos para paso, bloque y modelo. Dom: modelo dominante.  
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6. DISCUSIÓN 

6.1 Variantes genéticas y características celulares que se asocian con 

grupos riesgo de COVID-19 e identificación de marcadores genéticos, 

tipo SNP y celulares mediante citometría de masas que ayudan a la 

descripción fenotípica de COVID-19. 
 

Actualmente no existen marcadores moleculares que claramente aporten utilidad práctica 

en el manejo y estratificación de los pacientes con COVID-19, al igual que ocurre en 

otras enfermedades víricas como las originadas por SARS y MERS. Los biomarcadores 

en COVID-19 pueden ser útiles en diversas áreas como la detección temprana de 

enfermedad, confirmación y clasificación de la gravedad, definición de los criterios de 

ingreso hospitalario, identificación de cohortes de alto riesgo, definición de criterios de 

admisión a la UCI, racionalización y evaluación de la respuesta a las terapias y definición 

de criterios para alta de la UCI o del hospital (145). 

Describir los perfiles genéticos más sensibles a los efectos causados por el virus SARS-

CoV-2 puede contribuir al manejo clínico de este y sucesores virus causantes de 

síndromes respiratorios agudos. Los esfuerzos preclínicos y clínicos actuales se centran 

en los mecanismos y manifestaciones del COVID-19, y en sus períodos presintomático y 

prodrómico. Los posibles efectos a largo plazo del COVID asumen una importancia cada 

vez mayor a medida que un número creciente de personas atendidas son dadas de alta 

de los centros hospitalarios, con una importa 

nte carga asistencial hacia los sistemas primarios de salud pública, las familias de 

pacientes y la sociedad en general (146). 

Todavía se desconocen todos los factores asociados a gravedad de COVID-19, que 

hacen que algunas personas sean más susceptibles a la infección. En los datos clínicos 

de nuestra cohorte analizada en las comparaciones de enfermedad asintomática frente a 

enfermedad grave, la edad tiene valores significativos (p < 0.001), oscilando pacientes 

graves alrededor de los 60.1 años y leves alrededor de los 45.3 años. Nuestras cifras 

difieren de los datos de estudios realizados en China y pueden atribuirse en parte al 

envejecimiento de la población en España, y a contar con datos de las fases iniciales de 

la pandemia y de pacientes supervivientes (1,64,76,89). Encontramos que la edad es una 

variable significativa y ser mayor de 55 años se asocia con un incremento de riesgo de 
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casos graves de COVID-19. Otros estudios publican datos en la misma línea de nuestros 

resultados, indicando que, si se ajustan los análisis por la gravedad de la enfermedad, 

las variables significativas fueron la edad mayor de 65 años, el sexo masculino, la 

disnea, la PCR y el dímero D elevados (10, 89, 90). 

En lo que respecta a la comorbilidad, estudios previos publicados en población asiática y 

de Estados Unidos asocian la edad y la presencia de enfermedades cardiovasculares/ 

respiratorias con un peor pronóstico y una mortalidad superior en varones mayores de 60 

años. Estudios que analizaron cohortes de características similares a la nuestra 

mencionan la obesidad como comorbilidad asociada; en nuestro trabajo aparece en el 

90% de los casos seleccionados con enfermedad crítica frente a ningún caso con 

enfermedad leve (90, 92,93). 

En nuestra serie, la presencia de ageusia y anosmia aparece en proporción similar en 

pacientes leves y graves: ageusia (22.2% en graves y 22.2% en leves) y anosmia (19.7% 

en graves y 18% en leves), y a pesar de no presentar valores significativos, difiere de los 

datos de otras publicaciones donde se ha presentado más frecuentemente en pacientes 

jóvenes y en mujeres. (89) 

En la comparación por grupos, parámetros clínicos como el aumento de ferritina 

(p < 0.001), dímero D (p < 0.010), proteína C reactiva (PCR) (p < 0.001) y lactato 

deshidrogenasa (LDH) (p < 0.001) presentan valores significativos. Para el dímero D 

hemos encontrado en 60.7% de los pacientes con enfermedad leve valores más altos 

(> 4.77 ng/mL) que en pacientes graves, lo cual puede sugerir poca especificidad de este 

marcador como biomarcador de gravedad en COVID-19 (10). 

Describimos también cómo varios parámetros clínicos como la ferritina, la LDH o la PCR 

son buenos marcadores para discernir entre pacientes leves y graves. Informes 

anteriores también han apuntado valores elevados de estos biomarcadores en 

combinación con el recuento absoluto de neutrófilos, la proporción de neutrófilos y 

linfocitos (NLR) y la proporción de plaquetas y linfocitos (PLR) como biomarcadores 

asociados con la gravedad de la enfermedad (111-115).  

Se ha constatado, como reflejan numerosos estudios, la asociación entre los factores 

sociodemográficos (edad y género) con los niveles de expresión genética de agresividad 

de COVID-19 (10). En relación con el género, desde el inicio de la pandemia se observó 

que los pacientes masculinos con COVID-19 y aquellos que tenían comorbilidades tenían 

más probabilidades de ser hospitalizados. En estudios recientes, se ha observado que 
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una edad más jóven y niveles de expresión más elevados del gen ERG (asociado 

también a un riesgo de cáncer de próstata), aumentaron el riesgo de COVID-19 grave. 

En el caso de RA (receptor de andrógenos), mayores niveles de expresión se relacionan 

con un menor riesgo de enfermedad grave por COVID-19 en los casos femeninos (10) 

La recopilación de datos para este trabajo se inició cuando no existía vacunación frente a 

COVID-19 y se trataba de buscar datos relacionados con la protección de la vacunación 

previa frente a influenza. Aunque existen datos controvertidos sobre la protección de la 

vacuna contra la influenza frente a COVID-19, aquí no encontramos ningún papel de 

protección representativo. Otros estudios realizados sobre coadministración de vacunas 

contra la influenza y COVID-19 difirieren en sus apreciaciones y cuestionan la 

inmunogenicidad y la respuesta serológica de la coadministración (145, 146, 147). Así, 

Stefanizzi et al., evalúan la administración simultánea de la tercera dosis anti-SARS-CoV-

2 y la vacuna contra la gripe e informan de una diferencia estadísticamente significativa 

de la variación de anticuerpos IgG antiproteína pico (S) entre la evaluación serológica un 

mes después de la coadministración de la tercera dosis y la evaluación serológica un 

mes después de la administración independiente de la vacuna frente a SARS-Cov-2 

(145). Yiwen et al., sugieren que la eficacia de la vacuna podría ser modulada por la 

inmunidad inducida por la vacuna y concluyen que las investigaciones deberían centrarse 

en la inducción de respuestas de células T con reacción cruzada y respuestas de células 

B naif para superar los efectos del propio sistema inmunológico (147). 

La COVID-19 es una patología reciente, que ha centrado gran parte de la investigación 

en la búsqueda de biomarcadores para el diagnóstico eficiente o la estratificación de 

pacientes. La edad (148), la SpO2(149), la albúmina (150) y el dímero D (151,152) se 

demostraron como predictores independientes de mortalidad en pacientes con COVID-19 

en diferentes estudios. Existen datos sobre la capacidad predictiva de la mortalidad en 

pacientes hospitalizados utilizando una clasificación de puntuación que combina la 

saturación de oxígeno capilar periférico, la albúmina, el dímero D y la edad (153). 

Algunos parámetros de laboratorio como la proporción de neutrófilos y linfocitos (154), 

PCR, IL-6 y niveles de dímero D (155) se muestran como indicadores de gravedad de la 

COVID-19 cuando se asocian a ciertas características clínicas de la infección. Los 

pacientes con COVID-19 hospitalizados en la UCI muestran niveles aumentados de 

citocinas inflamatorias y biomarcadores de infección, como interleucina (IL)-1B, IL-7, IL-8, 

IL-9, IL-10, interferón (IFN)-γ, proteína inducible por interferón gamma (IP-10), proteína 
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quimioatrayente de monocitos (MCP)-1, proteína inflamatoria de macrófagos (MIP)1A, 

MIP1B, factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF), factor de necrosis tumoral 

alfa (TNFα) y factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF). Además, IL-2, IL-7, IL-10, 

IP-10, MCP1, MIP1A y TNF aumentan en pacientes de UCI en comparación con 

pacientes que no están en UCI (156). Debemos destacar que existen informes sobre la 

presencia de linfopenia y niveles reducidos de células T supresoras, reguladoras y de 

memoria en aquellos pacientes con infección grave por COVID-19(157). Otro estudio que 

se centra en biomarcadores neuroendocrinos como la copeptina describe un aumento de 

este marcador en los casos graves (158). 

 

Conocer la vía de entrada del virus a las células huésped supuso un desafío desde el 

inicio de la pandemia. Se ha puesto mucho interés en estudiar la serín-proteasa 

transmembrana 2 (TMPRSS2), involucrada en el cebado de la proteína S viral, mediando 

así la escisión de esta espícula viral (10). Matsuyama et al., demostraron que TMPRSS2 

favorece la infección por SARS-CoV-2 mediante el uso de células que expresan este 

receptor (159). Una de las principales estrategias para combatir el virus es evitar la fusión 

del virus en los receptores celulares, motivo por el cual hemos centrado este trabajo en 

genes relacionados con el dominio de unión al receptor objetivo de la proteína Spike. 

Este trabajo de investigación ha encontrado el papel de los portadores del alelo G 

TMPRSS2 (rs2070788) como una forma interesante y poco compleja para clasificar a los 

pacientes graves con COVID-19. Este marcador ya fue mencionado previamente por 

Akin et al., (160) quienes identificaron altos niveles de ACE2 soluble, así como el 

genotipo AA TMPRSS2 rs2070788 y la baja relación aldosterona/renina como factores 

independientes de la gravedad de la enfermedad. La ACE2 es el receptor responsable de 

la unión del coronavirus, mientras que la entrada celular posterior depende del cebado 

por la serina proteasa. TMPRSS2, por tanto, es la principal proteasa del huésped que 

permite la entrada celular de varios coronavirus y se expresa en gran medida en tejidos 

pulmonares y bronquiales. Existen estudios que sugieren que el genotipo TMPRSS2 

rs75603675 combinado con la dislipidemia y el género son los principales predictores de 

la gravedad de la enfermedad (161). Este gen actúa conjuntamente con ACE2 y ambos 

se han incluido como los dos principales factores del huésped que contribuyen a la 

virulencia y patogénesis del SARS-CoV-2. Los polimorfismos de un solo nucleótido 

(SNP) en el gen TMPRSS2 se han asociado con la susceptibilidad y la gravedad de las 
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infecciones por el virus de la influenza A H1N1 o H1N9. Las variantes funcionales 

también pueden influir en el riesgo de infección por SARS-CoV-2 y la gravedad de la 

COVID-19. Se sabe que el SARS-CoV-2 utiliza ACE2 como un sitio de escisión para la 

proteína S-pico con la ayuda de TMPRSS2 (162). En el presente estudio no se han 

encontrado diferencias entre la gravedad de la COVID-19 y los genes MX1 o ACE2.  

Los humanos codifican dos proteínas MX diferentes, MX1 y MX2, que difieren 

considerablemente en las especificidades y mecanismos virales de acción. MX1 codifica 

una proteína con actividad antiviral frente a virus de ARN y ADN. Específicamente, MX1 

tiene un efecto directo sobre el complejo de ribonucleoproteína viral y su actividad 

GTPasa es esencial para su función antiviral. Una mayor expresión de MX1 se 

correlacionó con una mejor respuesta a la pandemia de influenza A H1N1 en 2009. 

Existen estudios que refieren alta expresión de MX1 en pacientes con COVID-19 y 

destacan al MX1 como una respuesta sólida al SARS-CoV-2, señalando la relevancia de 

aumentar estudios que evalúen medicamentos aprobados capaces de aumentar la 

expresión de MX1 para detener la infección (163), pero en este estudio no encontramos 

una correlación. También existen proteínas como la enzima convertidora de angiotensina 

2 (ACE2) cuyo patrón de alta expresión se asocia con un mayor riesgo de infección grave 

y complicaciones en COVID-19 (10). 

 

Se ha sugerido que polimorfismos funcionales de los genes ACE1/ACE2 pueden 

conducir al desequilibrio entre la relación ACE/ACE2 y generar así un desequilibrio RAS 

que se asocia con mayores grados de daño pulmonar en el SDRA que puede contribuir 

al resultado de la infección por COVID-19. ACE2 y especialmente varios SNP, como 

rs4646994 y rs2285666, se correlacionan con la susceptibilidad al COVID-19 y/o la 

gravedad de la enfermedad, pero se han informado datos controvertidos sobre estos dos 

SNP. Así, un estudio el estudio indicó el papel de la edad, la PCR, el NLR y el SARS-

CoV-2 en la susceptibilidad a la gravedad de la COVID-19, sin embargo, el análisis de las 

variantes de los genes ACE y ACE2 (rs4646994 y rs2285666, respectivamente) mostró 

que las dos variantes no estaban asociadas con el riesgo de desarrollar COVID-19 (164). 

Los estudios de Alimoradi et al., (165), junto con los datos actuales sugieren que no 

existe una asociación entre rs2285666 y la gravedad de COVID-19. Además, el análisis 

presentado en este trabajo aprovechó el poder de la tecnología CyTOF, que actualmente 

es una de las herramientas más poderosas para el fenotipado inmunológico, que permite 
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la cuantificación simultánea y de alto rendimiento de más de 40 parámetros a nivel de 

una sola célula (123,134). Actualmente existen pocos estudios que utilicen esta 

tecnología para caracterizar las respuestas de las células inmunes contra el SARSCoV-2, 

como se hace en el presente trabajo. Wen et al., revelan el agotamiento de las células T 

CD4+, la diferenciación de las células T, la expansión de las células plasmáticas y la 

capacidad reducida de presentación de antígenos de la inmunidad innata, por lo que 

COVID-19 induce una desregulación en el equilibrio de las poblaciones de monocitos 

mediante la expansión de los subconjuntos de monocitos (166). Este trabajo también se 

ha centrado en el papel de los monocitos, en particular de las poblaciones CD163-

/CD206- y CD163+/CD206, como principales marcadores de discriminación entre 

pacientes graves y leves. Un estudio realizado por Trombetta et al., (167) también 

sugiere patrones de expresión aumentados de CD163 y CD206 como marcadores 

inmunorreguladores en COVID-19. Los niveles elevados de CD163 se correlacionaron 

positivamente con la expresión de ACE2, y CD163 contribuye indirectamente a la 

respuesta antiinflamatoria. Además, se encontró una mayor expresión de la proteína 

ACE2 en la enfermedad grave por COVID-19, lo que se correlaciona con mayor 

infiltración de macrófagos y microtrombos, lo que sugiere mayor gravedad de la 

enfermedad (168). CD163, debido a su alta expresión en macrófagos formados en 

respuesta al daño tisular, es un biomarcador de inflamación potencial y una diana 

terapéutica (169). En este estudio se confirma su posición en pacientes graves con 

COVID-19.  

 

También se informa del papel de CD33 C- Mo asociado con pacientes graves en 

comparación con la edad. Los datos previos han demostrado que las pDC (CD33- HLA-

DMA- CD14+) y C-Mo (CLEC10A- S100A9lo) están involucradas en la persistencia viral y 

en la respuesta inmune innata contra la infección por SARS-CoV-2. Wang, et al. (170) 

sugirieron que el enriquecimiento de (CD33- HLA-DMA- CD14+) C-Mo se asocia con la 

persistencia viral y puede atenuar la presentación de antígenos y la respuesta inmune 

antiviral, lo que también puede explicar los datos actuales en pacientes graves. Estos 

hallazgos pueden mejorar nuestra comprensión de la inmunopatogénesis de la COVID-

19 y ayudar a desarrollar nuevas estrategias contra la infección por SARS-CoV-2. 

Durante la inflamación y la infección muchas células diferentes se expanden, incluidas 

las células supresoras monocíticas derivadas de mieloides (M-MDSC), caracterizadas 
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por los marcadores de superficie CD33+CD11b+HLA-DR-CD14+ y las MDSC 

polimorfonucleares de baja densidad (PMN-MDSC), caracterizado por los marcadores de 

superficie CD33+CD11b+HLA-DR-CD66b+. Estas células mieloides poseen efectos 

supresores sobre las respuestas inmunes innatas y adaptativas, modulando citoquinas, 

especies reactivas de oxígeno y nitrógeno. Alberca et al., (171) propusieron una 

combinación de los marcadores celulares CD11b+ CD33+ HLA-DR-CD14+ y CD11b+ 

CD33+ HLA-DR-CD66b+ como nuevos biomarcadores de gravedad para COVID-19.  

En el presente estudio encontramos la presencia de marcadores celulares CD33+, 

CD11b+ en la sangre de pacientes con enfermedad grave. Otros autores también han 

descrito el CD11b+ (macrófagos y neutrófilos) con altos niveles de infiltración celular en 

los pulmones (169), de un modo frecuente en pacientes graves. 
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6.2 Biomarcadores para desarrollar un algoritmo de decisión que 

contemple las variables clínicas, celulares y genéticas con la mala 

respuesta y agresividad de COVID-19. 

 

Las oportunidades para realizar enfoques de medicina de precisión dirigidos, medidos y 

basados en biomarcadores están limitadas actualmente por una comprensión incompleta 

de la patogénesis y la heterogeneidad entre pacientes con enfermedades graves. Si nos 

centramos en el tratamiento de la COVID-19 grave, actualmente está limitado por la 

heterogeneidad clínica y la descripción incompleta de biomarcadores inmunitarios 

específicos. Los factores predisponentes incluyen edad, sexo, origen étnico, obesidad y 

comorbilidades.  

En este trabajo encontramos que la relación CD14dim/CD33+ son buenas opciones 

como biomarcadores para la estratificación de COVID-19 leve/grave. De manera similar, 

estudios previos describen que la regulación positiva de C-Mo y, en particular, un mayor 

número de células CD14+ CD33+ HLA-DR y S100A8/9/12 que expresan C- Mo están 

presentes en COVID-19 grave/crítico y sepsis (172).  

En la fase aguda, Fahlberg et al. (169) mostraron una fuerte migración de monocitos que 

expresan CD16 al pulmón y describieron dos subconjuntos de macrófagos intersticiales 

(HLA-DR+CD206-) directamente asociados con los niveles plasmáticos de IL-6. Además, 

los macrófagos alveolares en lesión pulmonar aguda con hiperplasia de células 

alveolares tipo II mostraron un fenotipo característico (CD68, CD11c, CD14, CD205, 

CD206, CD123/IL3AR y PD-L1) (173).  

 

Al igual que en nuestro análisis en la población grave, los estudios consultados describen 

además de los mencionados anteriormente, marcadores de células CD206, en 

combinación con CD80, que se han clasificado como un subconjunto de monocitos 

inflamatorios que normalmente no se observa en controles sanos (174). CD45 es una 

glicoproteína transmembrana y una proteína tirosina fosfatasa expresada en la superficie 

de todas las células hematopoyéticas nucleadas. Además, el CD45- parece ser un buen 

marcador entre pacientes leves y graves. Si bien cada vez hay más pruebas que 

demuestran la participación de CD45 en la regulación del sistema inmunológico. Se han 

informado resultados similares previamente por Jin et al. (175) quienes sugirieron el 
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CD45 como una herramienta útil para discriminar entre casos graves y no graves. 

Además, publicaciones recientes realizadas en pacientes sanos frente a pacientes con 

COVID-19 informaron que la expresión de CD45 en leucocitos está alterada en pacientes 

con COVID-19. Los resultados confirmaron que la disfunción del sistema inmunológico es 

una causa potencial de mortalidad después de la infección por COVID-19, especialmente 

en ancianos. La deficiencia de CD45 altera los linfocitos T vírgenes y de memoria, lo que 

puede afectar la eficacia a largo plazo de las vacunas COVID-19. Los valores de CD45 

podrían ser útiles para distinguir entre casos graves y no graves en las primeras etapas 

de la infección. Quizás CD45 podría aumentar la sensibilidad diagnóstica. Este evento se 

explica por los cambios en la transducción de señales de la unión al receptor tipo Toll 4, 

los cambios en los subtipos de leucocitos o la maduración de las células durante el 

proceso de infección (176). Se ve reforzado por el importante papel que juega CD45 en 

eventos autoinmunes y oncológicos, pero también en infecciones virales (175). Según el 

sexo, encontramos diferencias en las poblaciones de NK y monocitos (C-Mo, T-Mo y NC-

Mo). En varios estudios, características de pacientes como el sexo masculino, la edad 

avanzada y la presencia de comorbilidades se han asociado con un mayor riesgo de 

COVID-19 grave e ingreso en la UCI y fallecimiento (177). Sin embargo, esta es la 

primera vez que se informan diferencias en los marcadores inmunológicos entre hombres 

y mujeres. La morbilidad se podría reducir añadiendo a la identificación temprana y 

completa de los factores de riesgo y los sistemas de alerta, los marcadores 

inmunológicos detectados. 

 

 

Fortalezas y debilidades de este trabajo de investigación  

 

Una de las mayores fortalezas de esta tesis de investigación reside en el hecho de que el 

tiempo de seguimiento de las cohortes ha sido paralelo al curso de la pandemia mundial 

de COVID-19, y al análisis genético innovador realizado con tecnología CyTOF. Los 

análisis se han realizado a partir de datos clínicos en vivo recopilados directamente por 

personal sanitario y han sido almacenados in situ. La técnica de análisis del estudio 

permite una mayor precisión (en exposiciones raras y en factores múltiples) y una 

detección de señales importantes. Uno de los desafíos del presente proyecto se debe al 

tamaño limitado del análisis poblacional, sin embargo, el uso de análisis de alto 
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rendimiento, como la citometría de masas CyTOF proporciona información novedosa a 

los datos actuales. 

 

Una de las limitaciones principales ha sido la selección de las muestras, condicionada 

por las restricciones y limitaciones de movilidad para las personas durante las diversas 

fases de la pandemia; este aspecto puede haber condicionado que un elevado 

porcentaje de pacientes asintomáticos o paucisintomáticos no haya contactado con los 

servicios sanitarios. En la definición se incluyeron casos asintomáticos y clínicamente 

sospechosos, confirmados a posteriori por laboratorio mediante serología positiva SARS-

Cov2, debido a que no se le había asignado el diagnóstico de COVID-19 al inicio de la 

pandemia y no se habían realizado pruebas de detección en fase preclínica. Su inclusión 

puede haber dado lugar a un sesgo de selección no sistemático y que algún grupo de 

pacientes esté infra o sobreestimado, pero contribuye a trazar un perfil más real de los 

infectados durante la fase inicial de la pandemia en 2020, durante el confinamiento, con 

limitaciones de accesibilidad a los servicios sanitarios. Creemos que nuestra cohorte 

representa el perfil de pacientes con un estado final moderado-grave entre todos los 

afectados por COVID-19. Dado que las muestras clínicas se empezaron a tomar desde el 

inicio de la pandemia y especialmente en las etapas iniciales de la misma, es posible que 

muchos casos graves no se hayan incluido en la muestra. No se han incluido pacientes 

que en el momento del estudio no podían dar el consentimiento informado ni muertes 

relacionadas con la COVID-19 por el mismo motivo; sin embargo, es probable que esta 

inexactitud se haya reducido con el avance de la pandemia, la disminución del número 

de muertes y la inclusión de datos de supervivientes. El grado de infravaloración de estos 

resultados, siempre que no esté relacionado con las características genéticas de los 

pacientes, no debería haber sesgado nuestros índices de riesgo. Debido a la rareza del 

resultado, las asociaciones observadas estarán impulsadas principalmente por el perfil 

de las características analizadas de los casos incluidos. Nuestros hallazgos suponen una 

aproximación de la determinación de la agresividad de la infección por SARS- Cov-2 a 

partir de la detección de biomarcadores en muestras de sangre. 
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7. CONCLUSIONES  
 

1. Este trabajo demuestra la existencia de un papel relevante de los marcadores 

TMPRSS2, CD45-, CD163/CD206 y CD33 en la gravedad de pacientes con COVID-19.  

2. Las combinaciones de los biomarcadores de agresividad TMPRSS2 y CD45-, 

TMPRSS2 y CD163/CD206; TMPRSS2 y CD14dim/CD33+ mejoran la capacidad para 

clasificar de forma óptima a los pacientes con COVID-19 grave y podría ayudar al 

personal clínico a ofrecer estrategias de estratificación y seguimiento.  

3. Por primera vez se informa de una combinación de marcadores detectables en sangre 

y que pueden ayudar a la clasificación por gravedad de pacientes COVID-19.  

4. En tanto que la infección por SARS-Cov-2 persista, existe una necesidad urgente de 

ampliar la investigación sobre coronavirus potencialmente emergentes. Se requieren más 

estudios que establezcan la correlación de biomarcadores con las características 

clínicas, radiológicas, la carga viral, y el efecto de tratamientos disponibles.  

5. Comprender las interacciones inmunes entre el SARS-Cov-2 y el huésped puede 

proporcionar información útil para desarrollar terapias dirigidas inmunomoduladoras y 

antivirales que puedan mitigar la gravedad de la infección y limitar la propagación del 

virus. Este conocimiento contribuye a identificar posibles objetivos terapéuticos y diseñar 

intervenciones preventivas eficaces.  

6. Los temas tratados en este trabajo de investigación requieren una reevaluación 

constante a medida que se publica más evidencia en todo el mundo. La evaluación 

continua de la interacción del virus con el huésped permite la gestión más eficaz del 

SARS-CoV-2, de COVID-19 y de futuras pandemias. 
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8. COMENTARIOS FINALES 

 

8.1 Publicaciones asociadas a la Tesis 

 

A continuación se presenta la publicación científica derivada del trabajo realizado en esta 

tesis, en revista internacional de investigación de alto impacto (JCR1) 

Nos gustaría destacar otras publicaciones que se han realizado durante el desarrollo de 

la misma con otor investigadores de diversas áreas de conocimiento, lo que ha 

propiciado publicación de 2 de publicaciones en revista internaciones de impacto y la 

presentación en congresos nacionales de diversas áreas de conocimiento  

Se ha presentado en reuniones científica del Ibs y en Meet up Covid: 3º MeetUp ‘¿Qué 

fue de la investigación en Covid 19?” y en la 3ª Jornada Científica del Ibs’ In-depth 

characterization of the white series of patients with COVID-19 pathology for screening for 

aggressiveness PECOVID-0006-2020 / research project y en el debate de redacción 

médica Debate del ciclo 'Dos años del coronavirus', en la semana de Innovación 

científica del Hospital Universitario San Cecilio de Granada. Es motivo de satisfacción 

comprobar como el impacto de esta tesis y su difusión por diversos canales de difusión 

académica han podido contribuir al avance de la investigación objeto de este estudio. 

 

Publicaciones que soportan la tesis: 

• Martínez-Diz, Silvia et al. “Relevance of TMPRSS2, CD163/CD206, and CD33 in 

clinical severity stratification of COVID-19.” Frontiers in immunology vol. 13 

1094644. 8 Mar. 2023, doi:10.3389/fimmu.2022.1094644 

 

Colaboración en temáticas relacionadas con la tesis 

• Martinez-Diz, Silvia et al. “Analyzing the role of ACE2, AR, MX1 and TMPRSS2 

genetic markers for COVID-19 severity. ”Human genomics vol. 17, 1 50. 7 Jun. 

2023, doi:10.1186/s40246-023-00496-2 
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• Rivera-Izquierdo, Mario et al. “Therapeutic agents tested in 238 COVID-19 

hospitalized patients and their relationship with mortality.” Medicina clinica (English 

ed.) vol. 155,9 (2020): 375-381. doi:10.1016/j.medcle.2020.06.024 

• Ortega Páez, Eduardo, y Callejas Pozo, José Emilio, y Almazán Fernández de 

Bobadilla, Mª Vega, y Garach Gómez, Ana, y Santos Pérez, Juan Luis, y Jordano 

Moreno, Belén, y Sevilla Pérez, Belén , y Martínez Diz Silvia. "¿Es posible ofrecer 

un algoritmo de decisión clínica en la enfermedad COVID-19 en Atención 

Primaria?" Pediatría Atención Primaria, vol. XXII, no. 88, 2020, pp.423-433. 

Redalyc, https://www.redalyc.org/articulo.oa?id=366669842022 

• Aomar-Millán, Ismael Francisco et al. “Characteristics and clinical outcome in 312 

patients with moderate to severe pneumonia due to SARS-COV-2 and 

hyperinflammation treated with anakinra and corticosteroids: A retrospective cohort 

study.”PloS one vol. 18,3 e0283529. 24 Mar. 2023, 

doi:10.1371/journal.pone.0283529 

• Aomar-Millán, Ismael F et al. “Dexamethasone versus weight-adjusted 

methylprednisolone in patients with moderate-severe SARS-CoV-2 pneumonia.” 

“Dexametasona frente a metilprednisolona ajustada al peso en pacientes con 

neumonía moderada-grave por SARS-CoV-2.” Medicina clínica vol. 160,4 (2023): 

156-159. doi: 10.1016/j.medcli.2022.06.015 

 

8.2 Líneas futuras de investigación 

 

• Desarrollo de una herramienta de ayuda a la decisión que permita guiar la toma de 

decisiones por parte de profesionales sanitarios. El objetivo final es generar una 

herramienta asistencial para su aplicación en la clínica diaria. En primer lugar, y 

utilizando técnicas de aprendizaje automatizado (machine learning) su buscará 

desarrollar un clasificador que pueda aprender cuál es el mejor itinerario para el 

tratamiento y clasificación de pacientes que sufran o sean sospechosos de sufrir 

COVID-19 grave. En este punto serán fundamentales, entre otros, los datos 

genotípicos y fenotípicos recogidos mediante nuestra aplicación web y los datos 

existentes en bases de datos públicas de enfermos de COVID-19. Una vez 
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desarrollado el clasificador, se implementará una herramienta amigable para los 

profesionales para proponer el itinerario de tratamiento y clasificación más óptimo 

para cada paciente 

• Definir la correlación con características clínicas patológicas de pacientes y su la 

progresión de la enfermedad a síndrome covid post-agudo o COVID-19 

persistente. 
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