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RESUMEN

En la etapa grave de la COVID-19 el sistema inmunitario segrega una tormenta
de citoquinas relacionadas a una disfuncién endotelial. EI SARS-CoV-2 se replica
en las células de vias respiratorias y del endotelio provocando en su liberacion
piroptosis y la subsecuente liberacion de factores coagulantes como el factor de von
Willebrand (FvW). En condiciones biolégicas normales, se puede reducir la
trombogenicidad de este factor, sin embargo, en la COVID-19 que es una
enfermedad inflamatoria grave el aumento en las concentraciones del FvW podrian
emplearse para evaluar si este aumento se lleva a cabo de forma temprana en
personas que no presenten una sintomatologia de tipo grave asociada a la infeccién
por SARS-CoV-2. Objetivo. Relacionar la presencia de sintomatologia de COVID-
19 con la concentracion plasmética del FYW, en pacientes de la comunidad
universitaria. Métodos. Se realizé un estudio de tipo transversal incluyendo a 160
pacientes positivos y negativos a SARS-CoV-2 con y sin sintomatologia de COVID-
19 en el semestre 2022-2 y 2023-1. Aquellos participantes que tuvieron la presencia
viral por RT-gPCR les extrajo una muestra sanguinea para determinar las
concentraciones del FVYW mediante la técnica de ELISA. Adicionalmente, se
identifico la presencia de IgG e IgM en plasma mediante inmunocromatografia de

flujo lateral



ABSTRACT

In the severe stage of COVID-19, the immune system secretes a storm of
cytokines related to 9ndotelial dysfunction. SARS-CoV-2 replicates in airway and
9ndotelial cells causing pyroptosis 9ndotel and subsequent 9ndotel of clotting factors
such as von Willebrand factor (VWF). Under normal biological conditions, the
thrombogenicity of this factor can be reduced, however, in COVID-19, which is a
serious inflammatory disease, the increase in VWF concentrations could be used to
evaluate whether this increase is carried out early in people who do not present
severe symptoms associated with SARS-CoV-2 infection. Objective. To relate the
mild and moderate and/or severe symptoms of COVID-19 with the plasma
concentration of VWF in patients from the university community. Methods. A cross-
sectional study 9ndo be conducted including 160 positive and negative SARS-CoV-
2 patients with different degrees of COVID-19 symptomatology in the 2022-2 and
2023-1 semesters. Those who wish to participate, 9ndo be corroborated the viral
presence by RT-gPCR and a blood sample 9ndo be extracted to determine the
concentrations of von Willebrand factor by the ELISA technique, in addition the
presence of IgG and IgM in plasma 9ndo be verified by lateral 9ndo

immunochromatography.
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INTRODUCCION

A finales del 2019, se present6 en China una nueva cepa viral perteneciente a
la familia de los coronavirus, cuyas manifestaciones clinicas principalmente
consisten en provocar neumonia grave en personas que presentan algun tipo de
comorbilidad. A inicios del afio 2020, este virus fue esparcido en algunas zonas del
mundo para finalmente ser considerado pandemia causando miles de contagios y
decesos en la poblacién mundial; motivo por el cual multiples paises se declararon

en cuarentena.

Los grupos de riesgo principalmente afectados de manera grave han sido
aquellas personas con condiciones tales como hipertension arterial, diabetes, asma,
enfermedades autoinmunes, etc.,, los cuales desarrollaron trastornos
fisiopatoldgicos derivados de grandes infiltrados de células inflamatorias y
tormentas de citoquinas. Aunado a esto, presentan trastornos de la coagulacién que
se han observado principalmente en pacientes de prondstico reservado.

En su forma leve, los pacientes solo suelen manifestar anosmia, disgeusia,
ligero dolor en la zona de la garganta al deglutir, que al pasar de los dias o semanas
desaparece y no causa hingun tipo de sintoma critico y que incluso, podria pasar
desapercibido. Este tipo de pacientes por lo general son aguellos que propagan el

virus.

No se ha realizado un estudio sobre si los mecanismos fisiopatolégicos
pertenecientes a trastornos de la coagulacion estan presentes en una menor medida
en pacientes que presentan sintomatologia leve o moderada, o0 si estos mismos
pacientes pudieran desarrollar a futuro incidentes tromboticos. Los estudios que se

han llevado a cabo han sido en sujetos en estado critico o con prondstico reservado.

Este trabajo de investigacion esta enfocado en estudiar la asociacion que existe
entre la infeccion por SARS-CoV-2 en pacientes con sintomatologia leve o

moderada y las alteraciones en la concentraciéon del factor de von Willebrand.



ANTECEDENTES

BIOLOGIA DEL SARS-CoV-2.

El SARS-CoV-2 es un virus perteneciente a la familia de los coronavirus con
una alta capacidad de invadir las vias respiratorias altas y bajas, y provocar
enfermedad respiratoria grave que puede finalizar en una neumonia fatal. Por medio
de microscopia electronica se observa que la estructura del SARS-CoV-2 es muy
similar a una corona, (de ahi el nombre de Coronavirus) debido a la presencia de
espigas o espinas de 8-12 nanémetros, ademas presenta una morfologia esférica
de un diametro que varia entre 60 a 140 nan6metros (Soto, 2020).

La estructura del virion (llustracion 1) consiste principalmente en una
nucleocépside que es la encargada de rodear y proteger al material genético viral,
asi como una envoltura externa. En la nucleocapside, el material genético viral esta
asociado con la proteina (N), la cual, se encuentra fosforilada e insertada dentro de
la bicapa de fosfolipidos de la envoltura externa. Esta envoltura, se encuentra
conformada por 3 proteinas: proteinas spike, de membrana y de envoltura
denominadas S, M y E respectivamente (Mousavizadeh & Ghasemi, 2020). El &cido
nucleico que contiene es el ribonucleico de sentido positivo, monocatenario o de

una sola cadena (+ssRNA), con 29,903 pares de bases (Wu et al., 2020).

Los genomas de los coronavirus incluyen un nimero variable de marcos de
lectura abiertos (ORF) (Michel et al., 2020), que son secuencias de acido
ribonucleico (ARN) comprendidas entre un codon de iniciacion de la traduccion y un
codon de terminacion. EI ARN del SARS-CoV-2 contiene 15 marcos de lectura
abiertos (ORF). Las proteinas que componen al virus son 16 proteinas no
estructurales, cuatro proteinas estructurales y ocho proteinas accesorias. Las
proteinas no estructurales provienen de la escision proteolitica de las poliproteinas
PPlay PPlab expresado por ORFla y ORFlab respectivamente, ademas juegan
un papel fundamental en la replicacion del virus dentro de las células huésped y



algunas de ellas son el blanco de varios farmacos en desarrollo (Lam Cabanillas et
al., 2021). Las cuatro proteinas estructurales principales son: la proteina de
superficie spike (S), que reconoce el receptor de la célula huésped la enzima
convertidora de angiotensina 2 (ACE2), se une a €l y media la penetracion del virus
en la célula huésped; la proteina E de la envoltura; la proteina de la matriz (M) y la
proteina de la nucleocapside (N), que se une al ARN permitiendo el ensamblaje del

virion (sen Gupta et al., 2021; Xiang et al., 2021).

Proteina
E

Glicoproteina S

Proteina
M

llustracion 1 Estructura del SARS-CoV-2. Se observa la simetria del virus y las
principales proteinas de este, las cuales son utilizadas mayormente como punto de
deteccién durante la prueba de PCR (Dabanch, 2021).

La proteina S se divide en 2 subunidades, S1 y S2, que son el resultado del corte
realizado por una proteasa extracelular. S1 se une directamente a ECA2 mientras
que S2 se escinde aun mas y es activada por la enzima proteasa transmembrana
de serina 2 (TMPRSS2). TMPRSS2 esta asociada a la superficie de las células del
huésped, permitiendo la fusion de la membrana viral con la membrana de la célula
del huésped y la liberacion del genoma viral en el citoplasma. El genoma de ARN

se usa como molde para producir su cadena complementaria (negativa)



conformando el ADN viral. Esta cadena complementaria es utilizada por las enzimas
codificadas por el gen replicasa y posteriormente producen pequefios segmentos
de ARN mensajero que son traducidas como proteinas estructurales, poliproteinas
y proteasas virales esenciales (Arandia-Guzman & Antezana-Llaveta 2020).
Finalmente, los viriones maduros de SARS-CoV-2 se exocitan y se liberan de la

célula huésped al ambiente para repetir el ciclo de infeccion (Jackson et al., 2022).

COVID 19: MANIFESTACIONES CLINICAS

La COVID-19 (coronavirus disease 2019), enfermedad causada por el SARS-
CoV-2 y se caracteriza por ser multisistémica que puede extenderse mas alla de los
pulmones basado en la diseminacién sanguinea lo cual afecta a diferentes érganos
como los rifiones, higado, musculos, sistema nervioso central y el bazo (Machhi et
al., 2020).

Las manifestaciones clinicas del COVID-19 varian de formas asintomaticas, (en
su mayoria), a condiciones clinicas que pueden ser de forma leve, moderada y
severa. El cuadro clinico leve se caracteriza por pérdida subita del gusto, del olfato,
tos; es decir, sintomas similares a los de la gripe como son fiebre, disnea, mialgias
y fatiga. La tos habitualmente se refiere como tos seca. Otras manifestaciones
pueden ser nauseas, vomitos, dolor abdominal, diarrea, sin presentar neumonia

virica ni dificultad respiratoria (Ramén et al., 2020.).

Los pacientes con cuadro clinico moderado o severo pueden cursar, ademas de los
datos clinicos anteriormente mencionados, con diversos grados de hipoxemia
(saturacién de oxigeno menor a 92%), pero sin signos de neumonia grave que
pueden requerir solo de la utilizacion de carillas nasales, hasta respiradores
mecanicos con asistencia permanente en la unidad de cuidados intensivos (UCI)
(Padilla Benitez et al., 2020), ademas se presentan trastornos de la coagulacién que
requieren una valoracién individualizada con escalas de valoracién de riesgo
trombaotico (Molero-Garcia et al., 2021), encefalopatia e insuficiencia cardiaca y falla
renal. La tomografia axial computarizada (TAC) puede mostrar la imagen de vidrio



esmerilado, la prueba de hisopado nasal positiva, y las enzimas hepaticas se

encuentran aumentadas (Alonso-Menchén et al., 2022).

El periodo de incubacién (curso asintomético hasta que se presentan las
manifestaciones clinicas) puede cursar con un tiempo medio de aproximadamente
de 4-5 dias, hasta la manifestacion de sintomas entre el dia 2 y 14 en 97,5% de los
casos (Lauer et al., 2020), desarrollando el 5% sintomatologia durante el segundo
dia, mientras que el 50% de los pacientes presentaron manifestaciones clinicas
dentro de los 5 dias después de la infeccion y 95% las desarrollara a los 14 dias
(Deng et al., 2020).

PRUEBAS DE DETECCION PARA SARS-COV-2

Hasta la fecha, el diagndstico se basa en pruebas confirmatorias para este
virus, por lo general con sintomatologia leve de la enfermedad COVID-19 se tiende
a confundir con algunas otras enfermedades respiratorias como la causada por el
virus de la influenza. Cuando se sospecha del virus del SARS-CoV-2 como causante
de la sintomatologia, la principal prueba confirmatoria es la reaccion en cadena de
la Polimerasa inversa (RT-PCR), que ha sido el ensayo de deteccion por excelencia.
La muestra utilizada para esta prueba molecular principalmente es exudado
nasofaringeo ya que en esta region es donde principalmente se lleva a cabo la
mayor tasa de replicacion del virus (Hernandez-Pérez et al., 2020).

La PCR detecta y cuantifica las secuencias especificas de acidos nucleicos
mediante el uso de marcadores fluorescentes. El término en tiempo real se refiere
a que la deteccion de los productos de la amplificacion sucede y se reporta en cada
ciclo de la reaccion. Los kits diagndsticos utilizados para la deteccion del SARS-
CoV-2 funcionan mediante la identificacion de la ARN polimerasa dependiente del
ARN (RdRp) (Reina & Suarez, 2020) fragmentos ORF1ab, el gen de la envoltura
(gen E), el gen de la proteina nucleocapside (gen N) y el gen S (Aguilar Ramirez et
al., 2020).



Con la finalidad de que esta prueba sea de mayor precision o de mayor
sensibilidad, los fabricantes seleccionan diferentes secuencias del ARN del virus
como blancos o dianas que proveen una mayor especificidad. El resultado se
considera como positivo cuando en los pacientes hay presencia amplificacion del
gen ORFlab como para la del gen N. La RT-PCR de un paso dirigida a fragmentos
ORF1b o al gen N del SARS-CoV-2 fue disefiada para reaccionar con el SARS-
CoV-2 y los virus estrechamente relacionados, como el coronavirus del MERS, lo
que puede dar lugar a reacciones falso-positivas en la identificacion del virus
causante de la COVID-19 si no es utilizado un kit de una especificidad alta (Cancino-
Mesa et al., 2020.).

Puede existir variacion de resultados seguin muestras. El exudado nasofaringeo
es generalmente el método de recoleccion utilizado al hacer el diagnéstico por RT-
PCR (Cuadra et al., 2021) pero puede pasar por alto una infeccién en estadios
iniciales, en estos casos es utii una muestra mas profunda obtenida por
broncoscopia (Mesa et al., 2020). La muestra bronquial tiene la ventaja de detectar
con mayor facilidad el &cido nucleico viral en el liquido del lavado alveolar, seguido

de los hisopados de esputo nasal y faringeo (Cuadra et al., 2021).

PRUEBA RAPIDA DE ANTICUERPOS

Ademas de la reaccién en cadena de la polimerasa, se han desarrollado para el
diagnostico del SARS-CoV-2, kits de deteccion de Inmunoglobulinas G y M que
figuran como una opcion rapida, simple y rentable que poseen especificidad
diagnéstica y grados diferentes sensibilidad y rapidas (Frenes et al.,, 2022).
Conocidas como pruebas rapidas, no se deberian de utilizar como diagndstico

definitivo sino, méas bien como orientadores (Dong et al., 2020).

Este inmunoensayo es capaz de detectar inmunoglobulinas 1gG e IgM, en una
muestra de sangre total, plasma o suero (Oliveira et al., 2020). Esta prueba rapida
se fundamenta en la especificidad de los anticuerpos para unirse selectivamente a

complejos proteicos llamados antigenos. La muestra para utilizar debera ser

6



suspendida en una solucién amortiguadora la cual se movera a través de una
membrana de nitrocelulosa usando fenOmenos capilares. Una vez que la muestra
es absorbida por la membrana, el antigeno se une a los anticuerpos respectivos. En
consecuencia, se obtendr4 como resultado un complejo antigeno-anticuerpo que

sera visible en la prueba (llustracion 2) (Kubina & Dziedzic, 2020).

PCR Ag IgM IgG Interpretacion

+ - - - Fase presintomatica

+ +{- +/- +f- Fase inicial (aprox. 1-7 dias)
+/- - + +/- 27 Fase (8-14 dias)
+/- - ++ ++ 32 Fase > 15 dias

- - +/- ++ Infeccidn pasada (inmune)

llustracion 2 Resumen general de la interpretacion de los resultados de pruebas
rapidas y PCR. Las pruebas de anticuerpos y antigeno, segun descrito por la FDA, no
deben ser utilizadas como método de deteccion, sino como pruebas orientativas (Kubina
& Dziedzic, 2020)

ANTICUERPOS NEUTRALIZANTES.

Antes de las vacunas, se hablaba de estrategias de inmunoterapia para
controlar la infecciébn por SARS-CoV-2 y tratar la enfermedad que ocasiona, la
COVID-19. Durante el transcurso de la pandemia, diversas empresas farmaceéuticas
han investigado alternativas para ser incluidas en estrategias masivas de
vacunacion que han sido disefiadas y evaluadas (en preclinica, clinica y escalado
productivo), esto ya que con frecuencia se habla sobre la transfusion de plasma
convaleciente de pacientes que padecieron COVID-19 como tratamiento auxiliar y
alternativo que tedricamente podra favorecer la recuperacion de los pacientes
(Pareja Cruz et al., 2021).

Los anticuerpos neutralizantes son mecanismos terapéuticos en potencia que,

gracias a su actividad, podrian ser utilizados como herramientas en blancos



especificos como el dominio de union al receptor (RBD, N318-V510) de la proteina
Spike o también bloqueando el acceso viral a la proteina receptora ECA2 (Lozada-

Requena and Ponce, 2020).

El desarrollo de la inmunidad contra el virus del SARS-CoV-2 comienza dias
posteriores a la infeccion, ya que entre los dias 5 a 10 predomina un aumento de la
respuesta humoral mediada por células B y el desarrollo de anticuerpos contra la
proteina Spike para después llegar a un pico maximo entre los dias 28 (en los cuales
estan presentes IgM/A). Aproximadamente en el dia 49 (IgG), se presenta una
disminucién en la inmunidad. Desde la primera semana de infeccion, comienza un
aumento en la inmunidad celular (células T CD4+ y CD8+) alcanzando durante la
segunda semana un punto maximo, solo para comenzar a disminuir al dia 100
(Medical Association, 2020).

FISIOPATOLOGIA VIRAL.

En la etapa grave de la COVID-19 el sistema inmunitario de manera incontrolada
segrega una tormenta de citoquinas (Machhi et al., 2020), esto debido a la unién del
virus a las células epiteliales nasales, bronquiales o a aquellas que expresen
receptores ECA2 (ademas de la microglia, células dendriticas, células neuronales)
gue son activadas y llevan a una disfuncién endotelial (Mei et al., 2021). El SARS-
CoV-2 usa la proteina Spike (proteina S) para mediar el reconocimiento del receptor
de la enzima conversora de angiotensina 2 (ECA2) y la fusion de la membrana
(Saenz Morales et al., 20202).

En este punto inicial de la infeccion, la replicacion activa en las células epiteliales
de las vias respiratorias (alvéolos y endotelio) (Bordallo et al., 2020), asi como la
liberacion de virus, causa que la célula huésped sufra piroptosis, una forma
altamente inflamatoria de muerte celular programada, que promueve la liberacién
de patrones moleculares asociados a patégenos (PAMPs) (Monserrat-Sanz et al.,
2021), como el ARN viral los cuales son detectados por células epiteliales alveolares

y macrofagos a través de receptores de reconocimiento de patrones (Saenz-
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Morales et al., 2020?) y resultando en la liberacién de interleucinas, principalmente
IL 6, la cual es muy efectiva induciendo la expresion del factor tisular en células del
endotelio y monocitos, asi como la sintesis del fibrindgeno, produccion plaguetaria

y liberacién del factor de von Willebrand (Villa-Palacio & Lopez-Henao, 2020).

FACTOR DE VON WILLEBRAND.

El factor de von Willebrand es una proteina multimérica de 2813 aminoéacidos
sintetizada en los cuerpos de Weibel-Palade y en células endoteliales. La cual
presenta en su conformacion multiples dominios D1-D2-D"-D3-A1-A2-A3-D4-C1-
C2-C3-C4-C5-C6-CK (Zhou et al., 2012) que poseen diversas actividades
biologicas. Dentro de estas principales se encuentra la de transportar y brindar
estabilidad al factor VIl de la coagulacion (Kawecki et al., 2017) para evitar que este
sea degradado por accién de la trombina, ademas de mediar la union de las
plaguetas con el fin de formar una red que posteriormente dara lugar a trombos en
zonas donde se presente dafio vascular. La disminucién de este factor o mutaciones
en el mismo pueden verse reflejadas en pacientes con distintas patologias como la
Enfermedad de von Willebrand, en la cual los individuos con esta deficiencia (en
menor o mayor grado) presentan hemorragias (Borbor-Nolivos et al., 2021).

SINTESIS Y PROCESAMIENTO DEL FACTOR DE VON WILLEBRAND

El gen codificante del factor de von Willebrand (ubicado en el brazo corto del
cromosoma 12) consta de 178 kilobases y se encuentra interrumpido por 51 intrones
aproximadamente. EI RNA o ARN mensajero del Factor de von Willebrand codifica
para 2813 aminoéacidos y este es traducido en un monémero no maduro llamado
pro-FvVW gue durante el proceso de polimerizacion origina un monémero glucosilado

funcional de aproximadamente 2000 aminoacidos (Mejia-Buritica et al., 2023).



En las células endoteliales y megacariocitos se codifica la sintesis del Factor de von
Willebrand para que estos monémeros pro-FVW se unan entre si en las zonas
carboxi terminales a través de puentes disulfuro formando dimeros. Posteriormente
los dimeros atraviesan el reticulo endopldsmico y aparato de Golgi para luego ser
empaquetados en los cuerpos de Weibel Palade de los granulos alfa de los
megacariocitos y células endoteliales. Como ultima modificacion proteica, se retiran
de los mondmeros las porciones pro-polipeptidicas de 100 kDa. El Factor de von
Willebrand endotelial o plaquetar difieren en tamafio que los presentes en plasma
(Fonrodona and Histoérica, 1971).

SARS-COV-2 Y FACTOR DE VON WILLEBRAND; MECANISMOS
INDUCTORES DE ALTERACION HEMOSTATICA.

Independientemente del origen, la inflamacién contribuye con la alteracion en
las propiedades procoagulantes y anticoagulantes del endotelio vascular, que
adquieren un fenotipo protrombético (Paramo, 2022). Dado que la inflamacion y la
coagulacion son procesos que tienen como fin comun la defensa del cuerpo, las

respuestas son en proporcién a la gravedad de la enfermedad (Gonzalez, 2020).

Una vez que las células endoteliales que presentan receptores de la ECA2 son
estimuladas mediante el reconocimiento por el ingreso del SARS-CoV-2 a la célula,
el virus comienza su proceso de replicacion y los viriones, al ser liberados de la
célula, también se secretan factores procoagulantes y antifibrinoliticos como el
factor de von Willebrand y cofactor VIl de la coagulacion, esto como resultado de
las lesiones endoteliales provocadas por la salida de las nuevas copias del virus
(Paramo, 2022).

La liberacion del factor de von Willebrand y el cofactor VIII en sangre es
masivamente secretada por los cuerpos de Weibel-Palade después de la activaciéon
de las células endoteliales reflejando deterioro de la integridad vascular, asi como
una condicion hiperfibrinolitica especialmente en estadios tardios de la infeccion

(Villa Palacio & Lopez Henao, 2020) y ambos factores son clave en la union de las
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plaguetas activadas al endotelio afectado y al subendotelio subyacente, en especial
a la matriz colagénica que lo constituye, asi como en la agregacion de las plaquetas
entre si en un esfuerzo por tapizar el endotelio vascular dafiado (Garcia, 2017). El
factor de von Willebrand unido al cofactor VIII median la reparacion de la pared de
los vasos sanguineos y la interaccién de plaqueta a plaqueta, uniéndose a la
glicoproteina de la membrana plaquetaria (GP) Ib y GPIIb / llla. (Morici et al., 2020).

El factor de von Willebrand (FvW) se libera a la circulacion desde las reservas
en una forma altamente trombogénica, caracterizada por la presencia de multimeros
y en circunstancias normales, estos multimeros son separados por una proteasa
desintegrina y metaloproteasa dependiente de zinc y calcio (ADAMTS-13) y, en
consecuencia, se reduce la alta trombogenicidad del FVW liberado (Figura 3).
Teniendo en cuenta que COVID-19 es una enfermedad inflamatoria grave, es
plausible que se asocie con la deficiencia adquirida de ADAMTS-13 y, por lo tanto,

el aumento de la trombogenicidad del FvW (South and Lane, 2018).

La hipercoagulabilidad caracterizada por el FvW es un marcador de dafio y

sangrado cuando es bajo o tromboético cuando es alto (Gil-Bazo et al., 2003).

Independientemente del papel del factor de von Willebrand en la hemostasia,
actua como mediador inflamatorio vascular y como diana terapéutica atractiva en la
trombo-inflamacion, resultando entonces ser un biomarcador predictor en la
activacion de la trombo-inflamacion en pacientes con COVID-19 (Gragnano et al.,
2017) y se ha comprobado que puede ser predictor de eventos vasculares, se ha
postulado como marcador que ayude a redefinir la escala de estratificacion del

riesgo para eventos cardiovasculares (Muiia, 2015).
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llustracion 3 Figura 3. FvW y ADAMTS13. En condiciones fisioldégicas normales, las
moléculas enzimaticas de ADAMTS13 del plasma se unen y posteriormente escinden los
multimeros largos del factor de von Willebrand. La disminucion de la concentraciéon de
ADAMTS13 impide la escision de estos multimeros. Las plaquetas comienzan a
agregarse de manera que se adhieren a los multimeros, lo que resulta en el desarrollo de
trombos plaquetarios (Lencinas et al., 2020; Ercig et al., 2021).

EL SISTEMA ABO Y LA COVID-19

Estudios acerca de la COVID-19 encontraron un aumento de comorbilidades
cardiovasculares, especialmente hipertension (Mufiz-Diaz et al., 2021) en pacientes
con el grupo sanguineo A que aquellos con los otros grupos y, ademas, multiples
estudios confirman un incremento en la gravedad, la vulnerabilidad y el riesgo de
muerte en el tipo sanguineo A, un factor de riesgo independiente para COVID-19
(Muhfiz-Diaz et al., 2021; Zhao et al., 2021; Zietz et al., 2020).

Los anticuerpos naturales anti-A o0 anti-B en pacientes con los grupos
sanguineos A, B u O se encuentran presentes en el plasma, proporcionando una
conexion decisiva con el virus mientras que los antigenos presentes del grupo
sanguineo ABO en la membrana celular no interfieren con el potencial infeccioso
del SARS-CoV-2. Se propone como hipétesis que los anticuerpos anti-A y anti-B del
sistema ABO pueden unirse o bloguear diferentes proteinas y se ha informado que
la presencia de anticuerpos anti-A (y probablemente anticuerpos anti-B) evita la
interaccion entre la proteina spike del virus y la ECA2 en la superficie de la célula,
aungue el mecanismo molecular ain no se ha dilucidado completamente (Goel et
al., 2021; Zhao et al., 2021).
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COVID-19 Y FACTOR DE VON WILLEBRAND.

Philips et al. (2020) publicé recientemente un estudio de cohorte prospectivo

multicéntrico en Francia, que evalud el riesgo trombotico en pacientes con COVID-

19, arrojando que el FYW aumento considerablemente en los pacientes con COVID-

19, siendo este uno de varios estudios que se han llevado a cabo sobre el tema. En

la tabla no. 1 se enlistan otros estudios realizados.

Tabla 1. Estudios publicados referentes a la elevacion de FvW (Ladikou et al., 2020;
Morici et al., 2020; Mancini et al., 2021; Mobayen et al., 2021; Ward et al., 2020; Li et al.,

2022).

Titulo de la publicacién

Lugar y afio del estudio

Numero de
participantes

Hallazgos

Serum levels of laminin
and von Willebrand factor
in COVID-19 survivors 6
months after discharge

Hospital Tianjin Hainhe en
China, 2020-2021

76 pacientes

Sobrevivientes de
COVID-19 grave
tenian niveles mas
altos de FvW.

Von Willebrand factor
(VWF): marker of
endotelial damage and

Brighton and Sussex
University Hospitals NHS,
2020

24 pacientes

Los niveles del FvW
fueron de 279 (148)
ul/dL y 350 (131)

thrombotic risk in COVID- respectivamente.

19?

Von Willebrand factor Los niveles
propeptide in  severe ) plasmaticos de FvW:
coronavirus disease 2019 BeaumontHospital, 2020 5g pacientes Ag  se  mantienen
(COVID-19): evidence of elevados durante el
acute and sustained curso de la

enfermedad.

endotelial cell activation.

The ADAMTS13-von
Willebrand factor axis in
COVID-19 patients.

Fondazione IRCCS C&’
Granda Ospedale Maggiore
Policlinico, Milan (ltaly),
2020

50 pacientes

Niveles de FVW:Ag, se
elevaron en pacientes
con COVID-19 siendo
268, 386 y 476 Ul/dL
en pacientes con
intensidad de atencion
baja, intermedia y alta,
respectivamente.
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Role of von Willebrand

UCI del Gran Hospital

Niveles medidos de
FvW:Ag en 6

Factor and ADAMTS-13in  Metropolitano Niguarda en 6 pacientes pacientes con COVID-
the  Pathogenesis of Milan, ltalia 19 se encontraban
Thrombi in SARS-CoV-2 elevados con una

Infection: Time to Rethink

media de 634 Ul/dL,

superando los de

referencia (40-165

ul/dL).

Pacientes que recibian
Severe COVID-19 is hemodialisis con
associated with endotelial Imperial College Renal and COVID-19 tenian
activation and abnormal Transplant Centre, London. 39 pacientes  Niveles  plasmaticos

altos de FvYW. Estos se

glycosylation  of  von .

Willebrand ~ factor  in pmuanr::)uwerrnoé?ximin I‘;';

Ea?:ndtisl i undergoing primeros 10 dias

emodialysis después de la
confirmacién de Ia

infeccion.

FvW=Factor de von Willebrand; Ag=Antigeno

Existe una creciente evidencia que apoya la idea de que las oclusiones
vasculares en la circulacion pulmonar y sistémica se encuentran entre las causas
mas graves y comunes de malos prondsticos en pacientes con COVID-19 (Morici et
al., 2020). Hallazgos patoldgicos en pacientes graves han indicado que los
pulmones son edematosos con hemorragia irregular y macroscopicamente con
dafio alveolar difuso y trombos de fibrina extensos en los pequefios vasos y

capilares distendidos.

En el estudio de Aksenova (2020) muestra al FvW también como un marcador
de lesién endotelial pulmonar y algunos estudios sugieren que el nivel de FYW
puede estar relacionado con el sindrome agudo de dificultad respiratoria y lesion
pulmonar aguda. La presentacion de numerosos megacariocitos tefiidos con CD61
y FVW respalda atin mas la hipétesis de que la coagulacion local es el factor principal

de todo el proceso trombdético (Sdenz-Morales et al., 2020).
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FACTOR DE VON WILLEBRAND Y MORBILIDADES.

Existe evidencia que asocia la inflamacion vascular en pacientes con

morbilidades con el aumento de la secreciéon del FvW.

Diabetes y FvW: Resultados mostrados en el estudio de Seligman et al. (2000)
compararon los niveles de FvW vy factor VIII de la coagulacién en 35 pacientes
diabéticos tipo 2 con dislipidemia (56+/-5 afios), 21 pacientes no diabéticos con
hipercolesterolemia (52+/-7 afios), y 19 sujetos de control sanos, proyectando un
aumento en los valores de estos factores, lo cual puede ser explicado por lesiones
endoteliales que provocan la muerte de las células endoteliales vasculares y la

subsecuente liberacion de los factores al torrente sanguineo.

En tanto, el objetivo de un metaandlisis realizado en 2019 fue comparar los
niveles plasmaticos de FVW en pacientes con diabetes mellitus tipo 2 (DM2) con y
sin evento cerebro vascular mostr6 que el nivel plasméatico de FvW fue
significativamente mayor en pacientes con DM2 con ECV que en pacientes que

solamente padecen de DM2 (Peng et al., 2020)

Hipertension y FvW: En 2013, se realiz6 un estudio en el cual se compararon
los efectos de valsartan y amlodipino sobre los niveles de FYW en pacientes con
hipertension recién diagnosticada, evidenciando como resultado que hubo una
disminucion significativa en los niveles de FvW después de los tratamientos

antihipertensivos (Karaman et al., 2013).

FACTOR DE VON WILLEBRAND Y EL SISTEMA ABO.
El factor de von Willebrand (hablando sobre niveles plasmaticos del mismo) esta

influido por diversos factores incluyendo los «locus» ABO, que condicionan
aproximadamente el 30% de sus niveles plasmaticos totales. Los pacientes del
grupo O tienen niveles de FYW mas bajos, pudiendo contribuir este hecho a que
pacientes O afectados de COVID-19 tengan menos complicaciones tromboticas
(Zalba-Marcos et al., 2020). Existen diferentes reportes sobre la relacion del grupo

ABO como determinante de la concentracion plasmatica del FvW (tabla 2).
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Tabla 2 Estudios realizados sobre la relacion del sistema ABOy FvW

Nombre del estudio Autor y afio Conclusién
del estudio
El grupo sanguineo ABO tiene efectos cuantitativos y
The relationship between ABO cualitativos en la biologia del FvW ademas de tener
blood group, von Willebrand Ward et al., efectos no reconocidos en la regulacion de la funcion de
factor, and primary 2020. receptores especificos de la membrana plaquetaria.

hemostasis.

Human ABO Blood Groups
and Their Associations with
Different Diseases

Abegaz, 2021

Estudios relacionados con el fenotipo ABO muestran
que los grupos sanguineos estaban relacionados con
un mayor riesgo de diversas enfermedades infecciosas
y no infecciosas.

ABO blood group is a
determinant of von Willebrand

Los individuos no O tienen una cantidad
significativamente mayor de expresién de proteina FvW

. . Murray et al., . . :

factor protein levels in human asociada a células endoteliales vasculares pulmonares.
pulmonary endothelial cells 2020
Influence of ABO Blood Group
on von Willebrand Factor . El nivel de FvW: Ag fue significativamente menor para

. . Ambika et al., o
Antigen Level in Normal el grupo O que para los individuos del grupo no O.
Individuals: A Cross-Sectional | 2021

Study from Southern India

Expresser phenotype
determines  ABO(H) blood
group antigen loading on

platelets and von Willebrand
factor

O’Donghaile et
al., 2020

La expresibn de los antigenos ABO influyen
significativamente en la expresion cuantitativa tanto en
plaguetas como en FvW derivados de plasma.

Aging and ABO blood type
influence VWF and FVIII levels
through interrelated
mechanisms.

Albanez et al.,
2016

El envejecimiento y el tipo de sangre ABO ejercieron
efectos sobre los niveles plasmaticos de FVYW/FVIII, el
aumento relacionado con la edad de ambas proteinas
ocurrié principalmente en individuos tipo no O (r?=0,24
vs. 0,12 p=0,008).

A shorter von Willebrand factor
survival in O blood group
subjects explains how ABO
determinants influence plasma
von Willebrand factor

Gallinaro et al.,
2008

Los grupos sanguineos ABO influyen en la vida media
del FvW, las personas con grupo sanguineo O tienen
una supervivencia del FvW més corta que aquellas con
los otros grupos sanguineos. Esto es completamente el
efecto de un aumento del aclaramiento del FvW, ya que
ni la cantidad ni la tasa de liberacién del FvW de las
células endoteliales estan influenciadas por los grupos
ABO.

FvW: Factor de von Willebrand

VACUNAS Y FvW

Avenda et al. (2021) ha reportado casos de trombosis venosas cerebrales en

personas vacunadas frente a COVID-19 con vacunas vectorizadas con adenovirus

no replicantes. Las dos vacunas que mayoritariamente se han visto involucradas en
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los episodios de trombosis asociada a la vacuna son las de los laboratorios
AstraZeneca®, desarrollada por la universidad de Oxford y del laboratorio

Janssen®, también conocida como de Johnson & Johnson® (Esparza et al., 2021).

Hasta el 4 de abril de 2021, se han notificado 169 casos de trombosis de senos
venosos durales (CVST) y 53 casos de taquicardia supraventricular (SVT) el
Espacio Econémico Europeo y el Reino Unido después de la administracion de 34
millones de vacunas (The Lancet Haematology, 2021).

Sin una gestion médica y sin las vacunas actuales, la gravedad de la pandemia
causada por el SARS-CoV-2 pudieran acercarse a la magnitud de las pandemias
de plaga de 1894 (12 millones de muertes) y de influenza A (H1918N1) de 1-A
(H50N19) (2003 millones de muertes) (Kai-Wang To et al., 2021).

Con base en resultados de distintos estudios sobre la incorporacion de esquema
de vacunacién contra la COVID-19, se ha demostrado que los anticuerpos de tipo
G (IgG), la respuesta inmune celular y también los anticuerpos neutralizantes
aumentan utilizando distintas vacunas comparado con la estrategia homodloga
(Borobia et al., 2021).

La vacuna de ARNm provoca produccion de anticuerpos mas altas en pacientes
expuestos al SARS-CoV-2 en comparacion aquellos que no se contagiaron, y una
sola dosis estimula la respuesta inmune a niveles altos en individuos pre expuestos
(Moncunill et al., 2022). Un estudio realizado por Scruzzi y colaboradores (2022) en
Argentina, concluy6 que el haber recibido vacuna, independientemente del tipo,
disminuy6 la probabilidad de contraer COVID-19 y desarrollar enfermedad grave
que lleve a la muerte; ademas, la proteccion fue mayor aun con la aplicacion de la
segunda dosis. De manera indirecta, al existir el aumento de las inmunoglobulinas
gracias al esquema de vacunacion, el dafio endotelial producido por piroptosis es
menor y, por ende, aquellos marcadores como el FvW disminuyen en comparacion

con aguellos pacientes con sintomatologia grave.
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TECNICAS DE EVALUACION DEL FACTOR VON WILLEBRAND.

Prueba de cofactor ristocetina: Las plaquetas normales y el antibiético
ristocetina se introducen al plasma de la persona examinada. Este método consiste
en enfrentar plasma del paciente, con plaquetas lavadas y fijadas en formol o
liofilizadas y ristocetina y monitorear la transmision de luz en un agregdémetro
(Tosetto et al., 2013).

Prueba de antigeno del Factor de von Willebrand: El ensayo FYW: Ag mide
la concentracion de la proteina FVW en el plasma citratado del paciente. Este
ensayo se realiza con el método de inmunoadsorcion ligado a enzimas (ELISA). Se
puede realizar también con inmunoensayos automatizados de aglutinacion de
particulas de latex y la correlacidbn entre ambas metodologias es buena, con
sensibilidad y especificidad semejantes. El FvW posee gran variabilidad biolégica,
gue resulta en un rango de referencia amplio, por lo tanto, no existe un nivel de corte
inferior claramente definido que permita distinguir entre VWD, “posible vVWD” o “FvW
bajo”, e individuos sanos; la interpretacion depende del fenotipo clinico (Woods et
al., 2019).
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JUSTIFICACION

Existe evidencia sobre el aumento en la actividad del Factor de von Willebrand
gue presentan los pacientes con sintomatologia de COVID-19 grave, sin embargo,
no existen reportes en la literatura que evidencien alteraciones de este factor en
miembros de la poblacion con diagnéstico positivo al virus del SARS-CoV-2 que
presenten sintomatologia de COVID-19 leve o moderada. Estudios llevados a cabo
en Wuhan con pacientes hospitalizados mostraron que, durante el curso de la
enfermedad, ademéas de fiebre, tos, disnea y otros sintomas sistémicos, los
pacientes desarrollaron en la semana tres, trastornos de la coagulacién (Zhou et al.,
2020).

Aproximadamente el 90% de los pacientes que son hospitalizados con neumonia
tienen una mayor actividad de coagulacion (Zhou et al., 2020). Se ha comprobado
gue el factor de von Willebrand puede ser predictor de eventos vasculares (Conway
et al., 2003) pero necesita una mayor cantidad de estudios y evidencia que evallen
el factor de von Willebrand como marcador de prondstico y como medida de
seguimiento en pacientes con COVID-19, ya que estos presentan una elevacién
plasmatica de este factor a concentraciones similares a los de pacientes ingresados

en la UCI con sepsis grave segun lo descrito por Ladikou et al. (2020).

En el estudio de Enguix et al. (2021), se reporta el caso de 2 pacientes con
diagnéstico de COVID-19 de evolucion leve que presentaron hematomas cutaneos
multiples y espontaneos sin antecedente traumatico, sugiriendo que existen
alteraciones hematologicas en pacientes con sintomas leves de COVID-19.
Ademas, pacientes que padecieron COVID-19 grave y que fueron dados de alta,
después de 3 meses seguian presentando valores elevados del factor de von
Willebrand.

La identificacion de este factor podria ser de utilidad clinica en el seguimiento o
para la prevencion de complicaciones de pacientes en que padecen COVID-19. El
actual trabajo esta centrado en investigar las alteraciones cuantitativas asociadas a

los niveles de factor de von Willebrand relacionadas con el proceso de coagulacion
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en pacientes ambulatorios y determinar si existe un aumento de este factor en tanto
aumente la severidad de los sintomas en pacientes que sean portadores del virus
del SARS-CoV-2.

Ante el desconocimiento de este tema y los escasos reportes en la literatura
sobre la asociacion de trastornos hematolégicos al factor de von Willebrand en
pacientes portadores del virus del SARS-CoV-2 con diferentes grados de
sintomatologia, se propone el presente estudio en pacientes ambulatorios que
acudan al laboratorio molecular de enfermedades infecciosas de la facultad de
medicina y psicologia del campus Tijuana de la Universidad Autbnoma de Baja
California. La evidencia recabada podria servir como base para el establecimiento

de nuevas medidas de prondstico en el seguimiento de los pacientes a futuro.

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA.

Ante los antecedentes y los datos presentados en articulos de investigacion se
tiene la siguiente pregunta, ¢La sintomatologia de COVID-19 y la infeccién por el
SARS-CoV-2 se relaciona con los niveles de concentracion plasmatica del Factor

de von Willebrand en pacientes universitarios?
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HIPOTESIS

Existe un aumento en la concentracion del Factor de von Willebrand en pacientes
gue presentan sintomatologia leve o0 moderada y diagndstico positivo a la presencia
del SARS-CoV-2 en comparacion con aquellos asintomaticos y los negativos a la

presencia del virus

OBJETIVOS

Objetivo general

Comparar si existen diferencias en la concentracion plasmatica del Factor de von
Willebrand en pacientes con y sin sintomas de COVID-19 positivos a la infeccion

por el SARS-CoV-2 de la comunidad universitaria.

Objetivos especificos.

1. Identificar la presencia del IgG y IgM en muestras hematolégicas de la
comunidad universitaria que acuden al Centro de Diagnostico COVID-19
campus Tijuana.

2. ldentificar mediante RT-gqPCR la presencia del virus SARS-CoV-2 en
miembros de la comunidad universitaria con sospecha de COVID-19.

3. Evaluar la concentracién plasmatica del Factor de von Willebrand en
muestras hematologicas de la comunidad universitaria positivos y negativos
a la presencia del virus del SARS-CoV-2.

4. Evaluar la correlacion de la concentracion del Factor de von Willebrand con
la presencia del SARS-CoV-2, de las inmunoglobulinas y la sintomatologia
de COVID-19.
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MATERIALES Y METODOS

METODOLOGIA
Se realizara un estudio transversal descriptivo en miembros de la comunidad

universitaria (alumnos, docentes y administrativos) del campus Tijuana que acudan
al Centro de Diagnostico de SARS-CoV-2 de la Universidad Autbnoma de Baja
California a toma de muestra para la deteccién de la infeccion por el virus del SARS-
CoV-2 vy se les tomar4 muestra sanguinea para cuantificar la concentracion del
Factor de von Willebrand y la presencia de inmunoglobulinas posterior a la

aplicacion de la encuesta de antecedentes patolégicos (Anexo 1).

Poblacioén:

Comunidad universitaria (alumnos, docentes y personal administrativo) que
asistieron al Centro de Diagndstico de SARS-CoV-2 de la Universidad Autbnoma de
Baja California en el periodo de agosto a diciembre de 2022 con sospecha de
COVID-19 sintomaticos y asintomaticos.

Muestra:

El muestreo se realizé por conveniencia en miembros de la comunidad
universitaria, que acudan al centro de diagnostico de SARS-CoV-2 a quienes se les
aplicé una encuesta epidemiolégica (Anexo 2) y toma de muestra posterior a la firma
del consentimiento informado (Anexo 3), incluyendo voluntarios, para integrar 2
grupos. El grupo 1 estuvo conformado de pacientes negativos a la presencia del
virus, y el grupo 2 de positivos a la presencia del SARS-CoV-2 con y sin

sintomatologia.

Criterios de inclusion:
Se incluyeron voluntarios de sexo indistinto y mayores de edad miembros de la

comunidad universitaria que firmaron el consentimiento informado y aceptaron la
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toma de muestra de hisopado faringeo y nasofaringeo ademas de la donacién de

muestra sanguinea y contestaron la encuesta de antecedentes (Anexo 1).

Criterios de exclusion:
Muestras de pacientes que hayan firmado el consentimiento informado sin que
se les haya tomado alguna de las muestras a estudiar 0 que contesten de manera

incompleta la encuesta epidemioldgica y la encuesta de antecedentes patoldgicos.

Pacientes con enfermedades cronico-degenerativas como diabetes e
hipertension, ademas de aquellos que sigan un régimen farmacoterapéutico que
incluya la toma de &cido acetilsalicilico, anticoagulantes, que padezcan alguna
enfermedad hepatica o cuenten con diagndstico de alguna condicion que involucre
trastornos de la coagulacion. Pacientes embarazadas no fueron incluidas en el

estudio, ademas de pacientes que padezcan algun tipo de enfermedad autoinmune.

Criterios de eliminacion:

Muestras mal etiquetadas, o conservadas de manera inadecuada. Muestras con
presencia de hemodlisis, coaguladas, o que cuenten con cantidad de muestra de
sangre menor a la indicada en el tubo. Pacientes que después de firmado el
consentimiento informado y tomada la muestra sanguinea decidan retirarse del

estudio.

Variables:

Variable independiente: Infeccion por el virus del SARS-CoV-2.

Variable dependiente: Concentracién del Factor de von Willebrand. Presencia de
inmunoglobulina G y M. Grupo sanguineo y factor Rh. Grado de sintomatologia de
COVID-19.
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Descripcion de las variables.

Tabla 3 operacionalizacion de Variables

Nombrey
definicién

Infeccion por el
virus del SARS-
Cov-2.

Concentracion
del Factor de von
Willebrand
Concentracion
del factor VIII de
la coagulacién
Inmunoglobulina
GyM

Edad
Vacuna contra la
influenza
Sexo
Vacuna COVID-
19

Sintomas
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Instrumento de Tipoy
medicion escala de
medicion
PCR en tiempo real Cualitativa
nominal

Unidades y/o
categoria de
medicién
Positivo/Negativo

Variables dependientes

Inmunoensayo Cuantitativa
(ELISA) discreta
Inmunoensayo Cuantitativa
(ELISA) discreta
Inmunocromatografia | Cualitativa
nominal
Covariables
Encuesta Cuantitativa
epidemiolégica discreta
Encuesta Cualitativa
epidemioldgica nominal
Encuesta Cualitativa
epidemiolégica nominal
Encuesta Cualitativa
epidemiol6gica nominal
Cualitativa
ordinal
Encuesta
epidemioldgica Cualitativa
ORDINAL

Porcentaje

Porcentaje

Presencia/Ausencia

ARos
Presente/Ausentes
Femenino
Masculino

Si/No

0= ASINTOMATICO
1 = SINTOMATICO

SI/NO

Forma de
analisis

Frecuencias

Prueba de
Fisher
T de Student
Prueba de
Fisher
T de Student
Frecuencias

Comparacion
de medias

Exacta de
Fisher/T
Student



Diagrama de trabajo

llustracion 4 Diagrama de trabajo
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PROCEDIMIENTO

A los miembros de la comunidad universitaria que acudieron para deteccion del
virus SARS-CoV-2 al Centro de Diagndstico COVID-19 se les invité a participar en
el estudio de la siguiente manera: Previamente agendada su cita a través de la
aplicacion CimaPASS, el paciente contesto una encuesta epidemioldgica la cual se
les hizo llegar a su correo electrénico antes de presentarse a toma de muestra.
Finalmente, cuando el paciente acudié a toma de muestra, se le invité a participar
en el presente proyecto en el cual se le tom0 tanto la muestra nasofaringea y
orofaringea, asi como sanguinea a aquellos que hayan leido y firmado el
consentimiento informado. La deteccion del virus se realizoé por medio de la técnica
de RT-gPCRy se determind la concentracion del Factor de von Willebrand mediante
el método de ELISA, ademas de la identificacion de las inmunoglobulinas Gy M en

el plasma del paciente mediante la técnica de inmunocromatografia de flujo lateral.

La toma de muestras de pacientes potencialmente contagiados de COVID-
19 se realiz6 de forma rigurosa siguiendo los protocolos establecidos de

bioseguridad y usando el equipo de proteccion personal.
Toma de muestra sanguinea:

Se siguieron los procedimientos basicos en la toma de muestras biolégicas para
diagndstico de la Secretaria de salud (2015). La toma de muestra sanguinea se
llevé a cabo en un area iluminada adecuadamente y con el paciente sentado frente
al quimico/a que realiz6 la puncién, posterior a la desinfeccion de manos (Anexo 5)

y colocacion los guantes.

Se localizé la vena de mejor acceso en la cara anterior al codo y se colocé el
torniquete a una altura aproximada de 10 cm por arriba de la vena. Se desinfecté el
area a puncionar con una torunda humedecida con alcohol al 70% y se punciono
con la aguja de la jeringa con el bisel hacia arriba en un angulo de entre 35-45 °. Se

jalé el émbolo hasta recolectar una cantidad de muestra sanguinea de 4 mL.

Se retir0 el torniquete y se coloco una torunda de algoddén sobre el area

puncionada SIN PRESIONAR y se retir0 la jeringa. Se ejercio presion en el area por
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aproximadamente 2 minutos y/o hasta que se detuvo el sangrado y finalmente se

procedera a cubrir el area con un curita.

Se verti6 muestra de sangre en un tubo que en su interior contenia como
anticoagulante citrato de sodio, dejando la muestra resbalar por las paredes del tubo
hasta agotar el vacio del mismo para evitar hemalisis y se mezclé suavemente de
8-10 veces para asegurar la correcta integracion del anticoagulante con la muestra
de sangre.

En el caso del uso del sistema de vacio, se utilizaron agujas de extraccion de
doble punta, la cual fue enroscada dentro del capuchén para asegurarnos que esta
quedo fija y firme y de esta manera ensamblamos nuestro sistema de vacio. Se
desinfecto el area a puncionar con una torunda humedecida con alcohol al 70% y

se punciono en un angulo de entre 35-45°.

Posteriormente, insertamos un tubo que contenga como anticoagulante
citrato de sodio dentro del capuchdn dejando deslizar la muestra de sangre por las
paredes del tubo. Cuando el vacio del tubo se agoto6, retiramos suavemente el tubo
y se mezclo de 8-10 veces para asegurar la correcta integracion del anticoagulante

con la muestra de sangre.

Se retird el torniquete y se coloc6 una torunda de algoddn sobre el area SIN
PRESIONAR vy se retir6 suavemente el sistema de vacio. Se ejercio presion en el
area puncionada por aproximadamente 2 minutos hasta que dej6é de sangrar y se

procedié a cubrir el &rea con un curita.
Obtencion del plasma

Después de la obtencion de la muestra sanguinea, se procedio a centrifugar el
tubo a 3.000 revoluciones por minuto (rpm) durante 15 min. El plasma citratado se
separd con una pipeta transfer en un tubo Eppendorf y se almacen¢ a -20°C.

Determinacion de la concentracion del Factor de von Willebrand por método
de ELISA:
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Todos los reactivos descritos a continuacion se prepararon bajo las indicaciones

y concentraciones del fabricante.

Solucién PBS: NaCl 137 mM, KCI 2,7 mM, Na 8,1 mM2HPO4, KH 1,5 mM con pH
entre 7.2-7.4, 0.2 um filtrado.

Tampodn de lavado: Tween® 20 al 0,05 % en PBS, pH 7,2-7,4
Diluyente de reactivo: BSA al 1 % en PBS, pH 7,2-7 4, filtrado de 0,2 upm.

Solucién de sustrato: Mezcla 1:1 de Reactivo A (H202) y reactivo B
(tetrametilbencidina)

Solucion de parada: H2SOa4 2N.

Estreptavidina-HRP: Estreptavidina conjugada con peroxidasa de rabano,

reconstituida a una concentracion de 1:4 con diluyente de reactivo.

Anticuerpo anti-humano de captura de vVWF-A2 de raton: Reconstituida con 0,5
mL de PBS. Diluida en PBS a la concentracion de trabajo indicada en el certificado

de analisis especifico del lote del kit.

Anticuerpo anti-humano de deteccién de vVWF-A2 de oveja biotinilado: Ambos
viales fueron reconstituidos con 1,0 ml de diluyente de reactivo. Posteriormente,
fueron separados en alicuotas y llevados a la concentracion indicada en el

certificado de andlisis con diluyente de reactivo.

Estandar de vVWF-A2 humano recombinante: Se reconstituy6 cada vial con 0,5
ml de diluyente de reactivos. Se realizo una curva estandar de 7 puntos utilizando

diluciones en serie por duplicado.
Preparacion de la placa de ELISA:

1. Se recubrié una microplaca de 96 pocillos con 100 pL por pocillo del anticuerpo
de captura diluido. Posteriormente se sell6 la placa y se incub6 durante la noche a

temperatura ambiente.

2. Pasado el tiempo de incubacién, se aspir6 el contenido de cada pocillo y se lavo

cada pocillo con tampdn de lavado (400 uL) una pipeta multiple repitiendo el proceso
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dos veces para un total de tres lavados. Después del ultimo lavado, se eliminé
cualquier resto de tampdn de lavado aspirando o invirtiendo la placa, secandose

con toallas de papel limpias.

3. Se cubrié la placa agregando 300 pL de diluyente de reactivo a cada pocillo. Se

incubo a temperatura ambiente durante un minimo de 1 hora.

4. Repetimos la aspiracion/lavado como en el paso 2. Con este procesamiento se

consider6 que las placas estaban listas para el procedimiento de ensayo.

Preparacién de la curva estandar.

Se comenzd restituyendo el contenido del frasco Estandar de vWF-A2
humano recombinante con 0.5 mL de diluyente de reactivo. Posterior a reconstituir
el vial, se tom6 una alicuota de 46 microlitros y se diluyé con 954 microlitros de
diluyente de reactivo para obtener una concentracion de 3000 picogramos por

mililitro.

Posteriormente se tomaron 0.5 mililitros de la dilucion y se dispensaron en
un tubo de ensayo diluyendo con 0.5 mililitros de reactivo obteniendo una

concentracion de 1500 picogramos por mililitro.

Se repitié el mismo procedimiento hasta obtener concentraciones de 750,
325, 188, 93.8, y finalmente 46.9 picogramos por mililitro (llustracion 4). Con estas
concentraciones obtuvimos una curva estandar de 7 puntos para comparar con las

concentraciones de nuestras muestras.
500 pL S00 pL 500 pL 500 pL S00 pi 500 pl

[

— ——
T u l ' '
| '
750 375 188
g/mL pg/mL pg/mL pg/mL

recons jo 3000 1500 938 469

econstituid
Estandar pg/mi pg/mL pg/ml

llustracion 5 Diluciones seriadas a 7 puntos para la curva estandar.
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Evaluaciéon de la curva estandar.

1. Se dispensaron 100 yL de cada una de las alicuotas preparadas para la curva
estandar ordenadas de mayor a menor concentracion en cada pocillo de la placay
se cubrié con una tira adhesiva e incub6 2 horas a temperatura ambiente. Esto fue

realizado por duplicado.
2. Se repitid la aspiracion/lavado como en el paso 2 de Preparacion de la placa.

3. Agregamos 100 uL del Anticuerpo de Deteccion, diluido en Diluyente de Reactivo,
a cada pocillo. Se cubrié con una nueva tira adhesiva y se incub6 durante 2 horas

a temperatura ambiente.
4. Se repiti6 la aspiracidén/lavado como en el paso 2 de Preparacion de la placa.

5. Se agrego 100 uL de la dilucién de trabajo de Estreptavidina-HRP a cada pocillo.
Se incubd la placa durante 20 minutos a temperatura ambiente evitando colocar la

placa a la luz directa.
6. Se repitio la aspiracion/lavado como en el paso 2 de Preparacién de la placa.

7. Se agrego 100 pL de solucion de sustrato a cada pocillo y se incubd durante 20

minutos a temperatura ambiente evitando colocar la placa a la luz directa.

8. Adicionamos 50 uL de solucion de parada a cada pocillo y homogeneizamos para

asegurar una mezcla completa.

9. Se determind la densidad o6ptica de cada pocillo, utilizando un lector de
microplacas ajustado a 450 nm con el lector de Thermo Scientific™ Microplate
Reader Verification Plates Multiskan FC obteniendo la siguiente curva estandar

(llustracion 5).

30



Standard Curve

2.1 -

Signal

0.9 -

T T T
0 1000 2000 3000

Concentration [pg/ml]

Donde Valor

a= 2.05005728640693
b= -530247.430788923
c= 1741763.94728474
d= -2.06518263346205

llustracibn 6 : Curva después de ser estandarizada para la comparacién de
absorbancias.

La curva (llustracion 6) se construy6 trazando la absorbancia medida para cada
estandar en el eje y contra la concentracién en el eje x usando un software que
genero6 un ajuste de curva logistica de cuatro parametros (4-PL) obteniendo una R?
de 0.949 y la siguiente ecuacion de la recta:
y=a+((b-a)/(1+ (xc)™d)).

Procedimiento para la evaluacion de la concentracion del FvW por el método

de ELISA para las muestras recolectadas.

1. Se dispensaron 100 pL de plasma de cada uno de los pacientes por pocillo y se

cubrié con una tira adhesiva e incub6 2 horas a temperatura ambiente.
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2. Se repitid la aspiracion/lavado como en el paso 2 de Preparacion de la placa.

3. Se agreg6 100 pL del Anticuerpo de Deteccion, diluido en Diluyente de Reactivo,
a cada pocillo. Se cubrié con una nueva tira adhesiva y se incub6 durante 2 horas

a temperatura ambiente.
4. Se repiti6 la aspiracién/lavado como en el paso 2 de Preparacion de la placa.

5. Se agrego6 100 uL de la dilucién de trabajo de Estreptavidina-HRP a cada pocillo.
Se incubd la placa durante 20 minutos a temperatura ambiente evitando colocar la

placa a la luz directa.
6. Se repitio la aspiracion/lavado como en el paso 2 de Preparacién de la placa.

7. Se agrego 100 pL de solucion de sustrato a cada pocillo y se incubd durante 20

minutos a temperatura ambiente evitando colocar la placa a la luz directa.

8. Adicionamos 50 uL de solucion de parada a cada pocillo y homogeneizamos para

asegurar una mezcla completa.

9. Se determind la densidad 6ptica de cada pocillo inmediatamente, utilizando un
lector de microplacas ajustado a 450 nm con el lector de Thermo Scientific™
Microplate Reader Verification Plates Multiskan FC. Dichas lecturas seran

comparadas con la curva estandar.

CONSIDERACIONES BIOETICAS

La investigacion contd con el acta de aprobacion del comité de Etica (Anexo 6),
de la Facultad de Medicina y Psicologia de la Universidad Autonoma de Baja
California, ademas de contar con la firma de consentimientos informados de los

voluntarios (Anexo 5). Los datos de los participantes se mantienen andénimos.

Se conto con el apoyo de personal debidamente capacitado para el muestreo y
el uso de equipo de proteccion correspondiente. Los resultados de esta
investigacion no deberan ser usados como diagnostico debido a que los Kits
utilizados son Unicamente para uso en investigacion. Se contd con capacitacion en

32



el manejo de muestras infectocontagiosas y utilizacion del equipo de proteccién
personal. Todos los RPBI generados durante esta investigacion fueron
correctamente clasificados y puestos a disposicion segun la NOM-087-SEMARNAT-
SSA1-2002.

ANALISIS DE DATOS:

Se realiz6 la comparacion de medias y de varianzas para identificar si existe
incremento de la concentracion del FYW con el aumento de la gravedad de la
sintomatologia referida de COVID-19, la presencia de SARS-CoV-2 y la presencia
de IgG y/o M. Se utilizaron los programas estadisticos SPSS v. 21 y JASP 0.17 3.0
para los tratamientos de los datos. Los resultados se expresaron como frecuencias
absolutas y relativas para variables categéricas, y como promedios y desviaciones

estandar (DE) las variables cuantitativas.

Se utilizaron pruebas estadisticas de tipo no paramétricas como U de Mann-
Whitney para el analisis de los datos segun el tipo de variable, esto, debido a que la
distribucion de las concentraciones del factor de von Willebrand no se asemejan a
una distribucién normal. Se estimé un tamafio de muestra significativo de 160
pacientes, recolectando solamente un total de 95 muestras. Se consideré con alfa
al 5% y un valor estadisticamente significativo de p <0,05.

RESULTADOS

Se recolectaron 95 muestras de plasma de pacientes positivos y negativos a la
presencia del virus del SARS-CoV-2, en un periodo de tiempo de noviembre de 2022
a marzo de 2023, de las cuales se descartaron 6 por presentar algun grado de
hemolisis, lipemia o presencia de algun coagulo. Se tipificé el grupo sanguineo y
posteriormente estas muestras se centrifugaron con la finalidad de separar el

plasma y medir la concentracion del Factor de von Willebrand por medio del
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inmunoensayo ELISA tipo sandwich. Las muestras fueron preservadas antes de su

analisis por congelacion.

A los 89 universitarios incluidos se les determiné la presencia del SARS-CoV-2
mediante la técnica de RT-gPCR, encontrandose en 66 pacientes (74.2%) la
ausencia viral en contraste con 23 muestras de pacientes (25.8%) que resultaron
positivos. En latabla 1 se presentan los datos de la poblacion referidos y evaluados
en las muestras dobles (naso y orofaringeas) y sanguineas.

Tabla 4 Descripcion de la poblacion de universitarios

Mujeres Hombres Total
n (%) 62 (69.7) 27 (30.3) 89 (100)
Intervalo de edad en afios (media) 18-63 18-53 18-63 (27.1)
(28.2) (25)
Antecedente de vacunacion
Con  62(100) 24 (88.9) 86 (96.6)
Sin 0 3(11.1) 3(3.3)

Presencia por SARS-CoV-2 (RT-qPCR)

Positvo 14 (22.6) 8 (29.6) 22 (24.7)

Negativo 48 (77.4) 19 (70.4) 67 (75.3)

Presencia de sintomas respiratorios referidos

Con  49(79)  23(85.2) 72(80.9)
Sin 13 (21) 4 (14.8) 17 (19.1)
Grupo sanguineo
O 33(53.2) 18(66.7) 51(57.3)
A 20(323) 6(22.2) 26 (29.2)
B 7(11.3) 3(11.1) 10(11.2)

34



AB  2(3.2) 0 2(2.3)

Las concentraciones del Factor de von Willebrand determinado en plasma se
presentaron en concentraciones de nanogramos por mililitro (en unidades de
picogramos por mililitro de acuerdo con el fabricante). Algunas muestras mostraron
valores de absorbancias por encima o por debajo de la curva estandar, esto quiere
decir que los valores de la concentracion del Factor de von Willebrand en algunas
muestras fueron superiores o inferiores comparados con el rango de deteccién que
ofrece el kit de investigacion. Por ultimo, se identifico la presencia de 1gG y IgM por

medio de la técnica de inmunocromatografia.

En la Tabla 2 se presentan las medias de las concentraciones del factor de von
Willebrand de los pacientes positivos y negativos a la presencia del virus del SARS-
CoV-2 incluidos en este estudio, asi como la DE. Adicionalmente, se realiz6 una
comparacion con la misma cantidad de muestras positivas y negativas (n=23)
seleccionadas de forma aleatoria, obteniéndose medias y DE similares a las

presentadas en toda la poblacion.

Tabla 5 Media de la concentracion del FvW en los grupos positivos y negativos a
SARS- CoV-2.

Presencia por SARS-CoV-2 (RT-qPCR)

Positivo* Negativo* Positivo Negativo
n 23 66 23 23
Media (ng/mL) 1.46 1.54 1.46 1.55
DE 0.49 0.62 0.49 0.64

DE: Desviacion estandar; *, Grupos con el total de muestras incluidas

Adicionalmente se determinaron los intervalos de baja, media o niveles

normales y alta concentracion del FvW mediante el calculo de los percentiles de las

35



concentraciones en los grupos de positivos y negativos a SARS-CoV-2. Los

resultados obtenidos se observan en la tabla 3.

Tabla 6 Intervalos de la concentracion del FYW presentada en grupos
para positivos y negativos a SARS-CoV-2

Negativos Positivos
Concentracién del FvW (ng/mL) (ng/mL)
Baja 1.5 o menos 1.231 o menos
Media 1.51-1.73 1.232-1.491
Alta 1.905 o mas 1.709 o0 mas

Los resultados de la identificacion de IgG y IgM desarrolladas por esquema
de vacunacion o por el desarrollo de una infeccién previa, presentaron positividad
con mayor frecuencia a la presencia de Inmunoglobulina G y en solo 3 de ellas se
encontré a ambas inmunoglobulinas en el grupo de positivos a SARS-CoV-2
(Tabla 4).

Tabla 7 Frecuencia de positividad a Inmunoglobulinas G, M 0 ambas.

Inmunoglobulina Positivos a SARS- | Negativos a SARS- Total
CoV-2 CoV-2 n (%)
n (%) n (%)
lgG 20 (87) 66 (100) 86 (96.6)
lgG/IgM 3(13) 0 3(3.4)
Negativo 0 0 0

De acuerdo con la comparacion de medias (Mann-Whitney), no se encontraron
diferencias significativas (U test = 136, p= 0.179) en las concentraciones del FvW
en los pacientes que no poseian anticuerpos contra SARS-CoV-2 en comparacion
con aquellos que desarrollaron Inmunoglobulinas (de tipo G y/o M).

Para identificar si existe relacion entre los niveles de la concentracion del
FvW y la presencia viral, se calcul6 el coeficiente de Mann-Whitney. Los resultados
indican que existe una diferencia significativa (Mann-Whitney=980.00 p=0.039;
Rank Biserial correlation= 0.291) entre las medias de los grupos positivo (media=

1.538) y negativo (media=1.462) al SARS-CoV-2. Ademas, se realizé una regresion
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logistica encontrando que no existe una relacion causal entre las variables
(p=0.598).

La sintomatologia referida por los pacientes fue tos, cefalea, disnea, escalofrios,
mialgias, rinorrea, odinofagia, artralgias, odinofagia, irritabilidad, fiebre, dolor
abdominal. El objetivo de este estudio fue determinar si existe diferencia entre el
grupo de pacientes que presentaban sintomatologia y la concentracion del FvW,
con sintomas aquellos que reportaron en la encuesta epidemiologica al menos uno
de los sintomas. Utilizando como variable dependiente la concentracion del Factor
de von Willebrand se realiz6 una prueba ANOVA de un factor para identificar si
existen diferencias significativas en las concentraciones del FVYW entre diferentes
grupos presentados en la Tabla 5. Los resultados indicaron que existe una
diferencia significativa entre los grupos con un tamafio del efecto grande n? < .14
(p=<0.001).

Tabla 8 Descripcion de los grupos para analisis ANOVA

GRUPOST n Media (DE) ES Coeficiente de
variacion
Grupo 1: Negativo * sin 8 0 0 -
sintomas
Grupo 2: Negativo* con 58 9.086 (3.979) 0.523 0.438
Sintomas
Grupo 3: Positivo*  sin 1 - - -
sintomas
Grupo 4: Positivo* con 22 2.665 (2.665) 0.568 0.362
sintomas

* Presencia del SARS-CoV-2; T, El grupo 3: Positivo sin sintomas no se considero en el andlisis debido a que
solo se contaba con un participante que presentaba esta condicién; ES, error estandar.

El andlisis post hoc (Tabla 6) indicdé que esta diferencia significativa se encuentra

entre los grupos 1y 2 y entre los grupos 1y 4.
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Tabla 9 Andlisis de Post Hoc para la presencia viral, sintomas y concentracion del
FvWwW

Grupost Diferencia ES t p
de medias
Grupo 1 vs Grupo 2 -9.086 1.327 -6.849 <0.001
Grupo 1 vs Grupo 4 -7.364 1.452 -5.071 <0.001
Grupo 2 vs Grupo 4 1.723 0.881 1.956 0.130

t

participante que presentaba esta condicion; ES, error estandar.

, El grupo 3: Positivo sin sintomas no se considerd en el andlisis debido a que solo se contaba con un

Finalmente se realiz6 un analisis de correlacion a través del indice rho de
Spearman (p) para identificar si la pertenencia al grupo se correlaciona con la
concentracion del FvW, el grupo sanguineo (ABO), la presencia de
inmunoglobulinas G y/o M, la edad, y el total de sintomas referidos (Tabla 7). Los
resultados indicaron que el grupo al que se pertenece esta relacionado
positivamente con la presencia de Inmunoglobulinas G y M. En otras palabras, con
el aumento de FvW aumenta la posibilidad de pertenecer al grupo 4. Se identificd
gue la edad tiene una correlacion positiva con la presencia de las inmunoglobulinas,
es decir, a mayor edad aumenta la cantidad de inmunoglobulinas (IgG y/o IgM).
También se encontrd una correlacién negativa entre la suma de sintomas y la edad,
por lo que podemos inferir que mientras mayor es el nUmero de sintomas, menor es
la edad presentada. No se encontré correlacion entre pertenecer a los grupos y los

niveles del FvW con respecto al tipo sanguineo.

Tabla 10 Analisis de correlacién para las variables estudiadas segin Spearman

Srupos T Grupo Concentracion munoglobulinas (Ig Edad ;antidad de
sanguineo del FvW Gylo Ig M) sintomas 1t
ho de Spearman ABO

Grupos T -- -- -- -- -- -
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Grupo sanguineo -0.98 -- - - - -

ABO
Concentracién del -0.208 -0.069 - - - -
FvwW
imunoglobulinas (Ig 0.237* 0 -0.15 -- - -
Gylo lg M)
Edad -0.011 0.072 -0.041 0.234* -- --
antidad de sintomas  0.161 -0.061 0.079 -0.014 -0.221* -
K

* p=<0.05; T, Grupos 1,2y 4; T T, se sumaron los referidos de cada paciente (tos, cefalea, disnea,
escalofrios, mialgias, rinorrea, odinofagia, artralgias, odinofagia, irritabilidad, fiebre, dolor abdominal).

DISCUSION

En este estudio se encontré aumento de la concentracion del FVW relacionado
a la presencia viral en poblacién universitaria con sintomatologia leve, acorde a a lo
reportado por varios grupos de investigacion como, por ejemplo, Goshua et al.
(2020) que incluyeron una poblacién mas pequefia que la nuestra (68 pacientes con
COVID-19) estudiados del 13 al 24 de abril de 2020, 48 de ellos pertenecientes a la
UCI y 20 no pertenecientes a la UCI, asi como 13 pacientes asintomaticos como
controles. Las concentraciones de antigeno FVW se elevaron por encima del rango
normal en 16 (80%) de 20 pacientes que no estaban en la UCI. Media del 565 %
[DE 199] en pacientes de la UCI frente al 278% [133] en pacientes que no estaban
en la UCI.

En el estudio de Ward et al. (2021) en el que participaron 28 pacientes menciona
gue los niveles plasmaticos de FYW:Ag permanecen con una elevacién [mediana
(IQR) 324 (267-524) IU/dI] durante el transcurso de la infeccidn, y sugieren que los
niveles elevados de FYW:Ag en plasma pueden ser utiles para identificar a los
pacientes con COVID-19 que tienen un mal prondstico, lo que sugeriria de acuerdo
con lo estudiado en nuestra poblacion, que estos voluntarios no tendria un mal

pronadstico si llegaran a desarrollar COVID-19 en un futuro.
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Mancini et al. (2021) evalud la concentracién del antigeno del FVvW en un estudio
de 50 pacientes con COVID-19 segun su ingreso en tres unidades de cuidados de
intensidad diferentes: baja (que requiere oxigenacion de canula nasal de alto flujo,
n=14), intermedia (que requiere dispositivos de presion positiva continua en las vias
respiratorias, n=17), y alto (que requiere ventilacibn mecanica, n=19). La mediana
de los niveles de FYW:Ag se elevo siendo FYW:Ag de 268, 386 y 476 Ul/dL en
pacientes con atencion de intensidad baja, intermedia y alta, respectivamente. La
elevacion en los niveles del FYW en los pacientes de atencion de intensidad baja
son consistentes con los resultados obtenidos en la presente investigacion, En el
estudio no se menciona si se evaluo la presencia de inmunoglobulinas antes o
después de la infeccion. Ademas, la metodologia empleada se basé en
inmunoturbidimetria a diferencia de la nuestra que fue por el método de ELISA tipo

sandwich.

Mobayen et al. (2021) estudiaron a treinta y nueve pacientes que recibieron
diagndstico con COVID-19 sintomatico confirmado. Quince pacientes se clasificaron
como leve, 24 COVID grave y 10 pacientes COVID negativos. Fueron comparados
los niveles plasmaticos maximos de FvW entre los grupos. No se observaron
diferencias significativas en los niveles de FYW entre la mediana de los pacientes
control (rango intercuartil [RIC]) 156 (114-210) Ul/dl y los pacientes con enfermedad
leve 196 (145-232) Ul/dl a diferencia de nuestro estudio, donde si se observaron
incrementos en el FYW en pacientes con enfermedad leve. Reportaron también en
su estudio que en pacientes con COVID-19 grave, el FYW fue sustancialmente

mayor 417 (294-651) Ul/dL que los casos negativos y leves.

En un estudio anterior (Li et al., 2022) en 52 pacientes se encontro que el nivel
de FVW en suero habia disminuido a lo normal en los sobrevivientes de COVID-19
6 meses después del alta. Sin embargo, el nivel de FVYW en suero fue
significativamente mas alto en el grupo grave que en el grupo no grave (P = 0,015).
Este estudio tampoco menciona si los pacientes tenian antecedentes de infeccion

o0 de vacunacion.
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Nuestro andlisis demostr6 que este factor presenta elevacion (P = 0.039)
cuando se es infectado por el virus del SARS-CoV-2, aun teniendo una poblacion
de pacientes con COVID-19 mucho mas pequefia, ademas de que la poblacion
estudiada por nosotros se encuentra inmunizada gracias a las estrategias de
vacunacion o por una exposicion accidental al virus en la cual los pacientes pudieron
no haber presentado sintomatologia, por lo que la vacunacién se considera como
un efecto protector ya que la importancia de estas radica en evitar que la infeccion
provoque en los pacientes un estado grave por la segregacién de inmunoglobulinas
de tipo G y M, las cuales estuvieron presentes en casi todas las muestras de los
pacientes evaluados. No se encontré correlacion entre los niveles del FYW con
respecto al tipo sanguineo en aquellos pacientes con sintomatologia de COVID-19,
contrario a lo presentado en otras investigaciones, lo cual podria deberse al tamafio

de la muestra.

Los resultados de la presente investigacion se expusieron como parte del XLV

Congreso Nacional de Quimicos Clinicos y ExpoQuim Mazatlan 2023 (Anexo 7).

CONCLUSIONES

La asociacion entre el grado de sintomatologia de COVID-19 en pacientes
universitarios se relaciona positivamente con los niveles de concentracion

plasmatica del factor de von Willebrand.

Son necesarios mas estudios con mayor numero de pacientes para tener una
validacion sobre el efecto de la infeccion por SARS COV-2 y los niveles del Factor
de von Willebrand en pacientes cuya sintomatologia sea leve, ya que la mayoria de
la evidencia bibliografica esta basada en investigaciones realizadas en pacientes
con COVID-19 grave.
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CONSENTIMIENTO INFORMADO

Participacion en estudio de investigacion: Niveles del factor de von Willebrand en una comunidad universitaria
con y sin sintomas de la COVID-19.

La Facultad de Medicina y Psicologia le invita a participar en el proyecto de investigacion titulado "Niveles del factor
de von Willebrand en una comunidad universitaria con y sin sintomas de la COVID-19" el cual tiene como objetivo medir
las concentraciones del factor de von Willebrand (el cual es una proteina cuya funcién es auxiliar en la formacién de
coagulos en sitios donde exista algun tipo de lesion y de esta manera detener sangrados) en pacientes que presenten
o no la sintomas de COVID-19 con la finalidad de comparar si existen diferencias en los niveles de este factor. Ademas,
evaluaremos si usted, a través de la prueba de Inmunoglobulinas G y M, desarrollé anticuerpos contra la infeccion por
SARS-CoV-2 por medio de la vacunacion o por haber contraido COVID-19. Todo esto con la finalidad de proponer
nuevas medidas de pronéstico y seguimiento a pacientes que hayan desarrollado COVID-19. Este documento le dara
informacion detallada acerca del estudio de investigacion, de los riesgos y beneficios que esto implica, por lo que le
permitira decidir si participa o no, esta informacién la podra comentar con su médico tratante o con algin miembro del
equipo de investigadores. Al terminar de leer este documento se le pedira que forme parte del proyecto y de ser asi,
bajo ninguna presion o intimidacién, se le invitara a firmar este consentimiento informado.

Procedimientos y propoésitos de cada uno:

a) Su decision de no participar en el estudio no compromete la realizacion del estudio molecular, en el
cual se procedera a tomar la muestra para la identificacion del virus del SARS-CoV-2 causante de la infeccion
COVID-19. Esta toma de muestra se realizara recolectando fluidos de ambas fosas nasales con un hisopo
especial para la nariz. Durante la toma de muestra usted puede experimentar picor, comezén, lagrimeo
involuntario o ganas de estornudar. Estas molestias desapareceran después de la toma de muestra. En casos
especiales, usted podria presentar ligero sangrado nasal que también desaparecera después de la toma de
muestra y que, en el supuesto de que el sangrado pueda prolongarse, usted sera atendido en el Centro de
Atencioén Integral en Salud (CAIS) con sede en la Universidad Auténoma de Baja California.

b) Una vez tomada la muestra para la identificacion del virus del SARS-CoV-2 causante de la infeccién COVID-
19, si acepta participar, se revisaran sus brazos con la finalidad de revisar la condicién y anatomia de sus
venas y se le tomara una muestra de 3 mililitros de sangre por venopuncion con sistema de vacio o con una
jeringa nueva totalmente estéril. En el caso de que sus venas presenten una anatomia muy delgada, se podra
optar por el uso de agujas delgadas para evitar lastimarlo. Se seguiran todas las técnicas de antisepsia para
evitar infecciones. Durante la toma de muestra sanguinea puede presentar una pequefia molestia en el
momento en el que la aguja sea introducida en su vena, ademas de experimentar comezén y en caso de que
sus venas sean muy delgadas o fragiles, podria presentar un pequefio moretén o una ligera inflamacién en
la zona llamada flebitis y en casos raros, una condicion llamada sepsis en la cual el sistema inmunolégico
respondera de manera agresiva ante una infeccién que haya pasado a la sangre. El personal que tendra la
responsabilidad de tomar las muestras esta capacitado para ello, lo que minimiza los riesgos de
complicaciones.
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c) Posteriormente se le realizara una entrevista para contestar una encuesta, en la cual se le preguntara sobre

antecedentes generales de enfermedades, medicamentos que esté tomando o si presenta sangrados en
algun tipo de cortada o lesién cuyo sangrado tome mucho tiempo en detenerse.

Su participacion en el estudio es completamente voluntaria y usted tiene toda la libertad de retirarse en cualquier
momento. Los gastos de los estudios que se le realizaran seran absorbidos directamente por el grupo investigador, no
tendran ningun coste para usted.

1.

Beneficios que pueden observarse: Al término de este estudio, la informacién proporcionada por usted (en
caso de participar) y de otros participantes, analizada de manera confidencial, podria permitir obtener nuevos
conocimientos sobre el potencial efecto por la infeccién por SARS-CoV-2, en una linea de investigacién dénde
aun existen lagunas cognitivas. Ademas de apoyar a la Facultad de Medicina y Psicologia con el desarrollo
de nuevas lineas de investigacion en torno a temas de salud y de estudios preventivos a los pacientes que
presenten la infeccion de COVID-19, sin embargo, NO existe beneficio monetario para usted. El coste de los
estudios no tendra repercusion en su economia.

Garantia de respuesta a cualquier pregunta o duda: Con la finalidad de que usted comprenda por completo
este consentimiento informado, estamos a su disposicion para aclarar cualquier duda o recibir cualquier
comentario referente a la toma de muestra, al cuestionario, al consentimiento informado o al proyecto en si.
Siéntase con completa confianza de acercarse a nosotros.

Libertad de retirar su consentimiento sin prejuicio alguno: Usted tiene toda la libertad de retirarse del
estudio en cualquier momento, ya sea antes de la toma de muestra, durante la toma de muestra, después de
la toma de muestra o durante la entrevista. En caso de que decida que sus muestras ya no sean incluidas en
el estudio seran retiradas del estudio y desechadas. No existira prejuicio o repercusion alguna sobre su
persona o sobre su economia si decide retirarse del estudio. Recuerde que su participacién es completa y
totalmente voluntaria. Si decide participar, tiene la libertad de retirar su consentimiento e interrumpir su
participacion en cualquier momento sin perjudicar su atencién en el Centro de Diagnéstico COVID-19.
Confidencialidad, garantia de privacidad: Su nombre no sera usado en el procesamiento de muestras,
andlisis o presentacion de la informacion, por lo que no podra identificarsele como participante en ningtn
momento. Las muestras biolégicas obtenidas seran codificadas con un nimero de folio para evitar cualquier
posibilidad de identificacién. Por disposicién legal las muestras de sangre son catalogadas como residuos
peligrosos biolégico-infecciosos y por esta razén durante el curso de la investigacion su muestra no podra
serle devuelta. Sus datos no podran ser usados para estudios de investigacion que no estén relacionados
con condiciones distintas a las estudiadas en este proyecto. Sus muestras seran almacenadas por el
investigador hasta por 2 afios. Los coédigos que identifican su muestra estaran solo disponibles para el
investigador, quien estan obligados, por ley, a no divulgar su identidad. Su confidencialidad sera protegida
como lo marca la ley. El cédigo es un nimero de identificacion que no incluye datos personales como su
nombre, edad, sexo, etc. Los resultados de este estudio seran destruidos después de 2 afios de finalizado el
proyecto.

Tratamiento e indemnizacion de requerirse, por causa directa de la investigacion: En el caso de que
usted presente algun tipo de complicaciéon causada directamente por la toma de muestra sanguinea, al
voluntario se le atendera en su respectiva clinica del IMSS, en el Hospital General Tijuana o en el Centro de
Atencion Integran para la Salud con sede en la Universidad Auténoma de Baja California.
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DECLARACION DE CONSENTIMIENTO DEL SUJETO

He leido cuidadosamente este consentimiento informado, he hecho todas las preguntas pertinentes y todas me
han sido respondidas satisfactoriamente. Para poder participar en el estudio, marque con una X si esta de acuerdo
con todos los siguientes puntos:

Estoy de acuerdo en participar en el estudio descrito anteriormente. Los objetivos generales, particulares del
reclutamiento y los posibles dafios e inconvenientes me han sido explicados a mi entera satisfaccion.

Estoy de acuerdo en donar de forma voluntaria mis muestras biolégicas para ser utilizadas en este estudio.
Asi mismo, mi informacion médica y biolégica podra ser utilizada con los mismos fines.

DECLARACION DEL PACIENTE

Yo, declaro
que es mi decision participar en el estudio. Mi participacion es voluntaria. He sido informado que puedo
negarme a participar o terminar mi participacion en cualquier momento del estudio sin que sufra penalidad
alguna o pérdida de beneficios. Yo puedo solicitar informacién adicional acerca de los riesgos o beneficios
potenciales derivados de mi participacion en el estudio. Si tengo preguntas sobre el estudio, puede ponerme en
contacto en cualquier momento con la QFB. Violeta Sepulveda que esta en el area de Laboratorio de
diagnéstico molecular de enfermedades infecciosas de la Universidad Auténoma de Baja California, o al nimero
de contacto 6646167569. He leido y entendido toda la informacién que me han dado sobre mi participacion en
el estudio y he tenido la oportunidad para discutirlo y hacer preguntas. He entendido que recibiré una copia
firmada de este consentimiento informado.

Violeta Alheli Sepulveda Martin del Campo

Nombre y firma del Participante Nombre y firma del investigador

Nombre y firma del Testigo 1 Nombre y firma del Testigo 2.




Anexo 2 Preparacion del kit DuoSet® ELISA FYW-A2 humano:

Solucion PBS: NaCl 137 mM, KCI 2,7 mM, Na 8,1 mM2HPO4, KH 1,5 mM con pH
entre 7.2-7.4, 0.2 um filtrado.

Tampodn de lavado: Tween® 20 al 0,05 % en PBS, pH 7,2-7,4
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Anexo 3 Encuesta epidemioldgica

«) A SEDENA SEMAR SNDIF INPI

ISSSTE PEMEX & &2 & ",.- =
Estudio epidemiolégico de caso sospechoso de enfermedad respiratoria viral )

Nombre de la unidad: [ |
Folia plataforma: |
Apeliido Paterno: [ ] Nombre (s):
Fecha de Nacimiento: Diaz [ | Mess [ | An: || CURP:| |

. Hombre: . Si No Meses de Se encuentra en periodo  Si No  Dias d
Sexo: b Esta embarazada? J las de
Mujer: < embarazo: de puerperio puerperio
Si No Pais de

Nacionalidad: Mexicana: X IE jera: I Ig,Es migrante? | nacionalidad: Pais de origen:

Fecha de ingreso a

Paises en trénsito en los tiltimos tres |1 [2 [a [otro: México: .

meses:

Pais de nacimiento: [ |  Entidad federativa de nacimiento: |
Entidad de Residencia: | | Municipio de residencia:
Localidad: [ |
Calle: [ | Nomero: [ |
Colonia: [ | CP: Teléfono: | |
Si No Si No
& Se reconoce como indigena? :l:l ¢Habla alguna lengua indigena?
Ocupacion: |
¢ Pertenece a alguna institucion educativa? I UABC ]
Servicio de ingreso: I I Tipo de 1=Ambulatorio
paciente:  2=Hospitalizado

Fecha de ingreso a la unidad: dd/ Fecha de inicio de sintomas: I:Idd!mmlaaaa

A partir de la fecha de inicic de sintomas:

& Tiene o ha tenido alguno de los siguientes signos y sintomas? Co-morbilidad
Si No Si No
Inicio subito de los sintomas Diabetes
Fiebre EPOC
Tos Asma
Cefalea Inmunosupresién
Disnea Hipertension
Irritabilidad VIH/SIDA
Dolor toracico Enfermedad cardiovascular
Escalofrios Obesidad
Qdinofagia Insuficiencia renal cronica
Mialgias Tabaquismo
Artralgias Otros
Anosmia
Disgeusia
Rinorrea
Conjuntivitis Espeficique otros:
Otros sintomas Si No
Ataque al estado general
Diarrea
Polipnea
Dolor Abdominal
Vémito
Cianosis
Diagnéstico probable: 1:Enfen'r|adad ﬁ?o inl.iuenm (ETI) *ETl es considerada como Enfermedad respiratoria leve
2=Infeccidn respiratoria aguda grave (IRAG)

55



Si No

¢Desde el inicio de los sintomas ha recibido tratamiento con antipiréticos? l:l:l
Si No
¢Desde el inicio de los sintomas ha recibido tratamiento con antivirales? T 1

Si la respuesta fue afimativa:

Seleccione el antiviral: |:|1=Amantadina 2=Rimantadina 3=0seltamivir

4=Zanamivir  5=Otro, Especifique otro:
£Cuando se inicio el tratamiento antiviral? dd/r
Si No

¢ Tuvo contacto con casos con enfermedad respiratoria en las ultimas dos semanas?
Durante las semanas previas al inicio de los sintomas tuvo contacto con:

Si No
Aves Otro animal [
Cerdos Si No
(Realizd algln viaje 7 dias antes del inicio de signos y sintomas?
Pais: Ciudad:
Si Mo
¢Recibi6 la vacuna contra influenza en Gltimo afio? T Fechadevacunacion: |  |ddimm/aaaa
Si No
Recibié la vacuna contra COVID-19 en tltimo afio? T 1 Marca de lavacuna: |
¢Cuantas dosis recibia? l:l:l'”mhm R g el o e o vicuaraciio e o cbligatoria

[fera dosis [Fecha devacunacion: | |ddimmasaa
[2dadosis |[Fechadevacunacion: [ |ddimm/aaaa
Si No Fecha de toma de muestra: I:lddﬁ'mmfaaaa

{Se ha realizado prueba de antigeno?
Resultado de la muestra de antigeno:

Si No
4Se le tomd muestra al paciente? IIC'
Laboratorio al que se solicita el procesamiento de la muestra: | LAB-COVID-19 UABC
Tipo de muestra: | 2 | 1=Exudado faringeo 2=Exudado Nasofaringeo

3=Lavado bronquial 4=Biopsia de pulmon

Fecha de toma de muestra: SEPTIEMBRE DEdd/mm/aaaa

4Ha tenido COVID-197 | ‘ 1=Alla 2=En tratamiento/f cia/

o terminado

Encaso de si colocar fecha 3=Caso grave 4=Caso no grave

¢ Estuvo ingresado en la UCI durante la enfermedad? iﬁ

Si No
£Estuvo intubado en algin momento durante la enfermedad? I:l:l
Si No

¢ Tuvo diagnéstico de neumonia durante |a enfermedad? I:I:I
Fecha de egreso: l:lddlmmfaaaa

Se frata de un caso positivo a COVID-19 por asociacién o dictaminacion clinica-epidemiologica:*
*Margue solo una de las siguientes opciones de respuesta con una X

a. Confirmade a COVID-19 por asociacion cl[nica-e%ldem\ologica ]

c. No (es decir ninguna de las anteriores)

Nombre y firma de quien elabord

T —
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Anexo 5 Actas de aprobacion comité cientifico y de Bioética de la Facultade de
Medicina y Psicologia

L ES TRV ULEY 2022, Afio de la erradicacién de la violencia contra las mujeres de Baja California”

FACULTAD DE MEDICINA Y PSICOLOGIA

de Baja California

Tijuana, Baja California, a 04 de noviembre del 2022
Oficio No. 1650/2022-2

I.P. QFB. VIOLETA ALHELi SEPULVEDA MARTIN DE CAMPO
PRESENTE.-

Por medio de este conducto, me permito informarle que se sometio a revisién
a la Comisién de Bioética de esta Facultad, la solicitud de revisién del proyecto de
investigacion titulado: “NIVELES DEL FACTOR DE VON WILLEBRAND EN UNA
COMUNIDAD UNIVERSITARIA CON Y SIN SINTMAS DE LA COVID-19”, el cual
tuvo como resultado el siguiente dictamen: APROBADO.

Sin mas por el momento, me despido de usted enviandole un cordial saludo.

ATENT A MENTE UNIVERSIDAD AUTONOMA

“POR LA REALIZACION PLENA DEL SER” DE BAJA CALIFORNIA
-1 . FACULTAD DE
MEDICINAY PSICOLOGIA

DRA. JULIETA YADIRA ISLAS LIMON
DIRECTORA

C.c.p-- Exp
JYIL/mca
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UNIVERSIDAD AUTONOMA DE BAJA CALIFORNIA
FACULTAD DE MEDICINA Y PSICOLOGIA
Comité de Bioética

Tijuana, Baja California a 03 de Noviembre del 2022.

DRA. JULIETA YADIRA ISLAS LIMON
DIRECTORA FACULTAD DE MEDICINA Y PSICOLOGIA PRESENTE.

Por medio del presente y aprovechando para extenderle un cordial saludo se le notifica que,
después de revisar la solicitud de revision del proyecto de investigacién con titulo:

“Niveles del factor de von Willebrand en una comunidad universitaria con
y sin sintomas de la COVID-19”

I.P.: QFB. Sepulveda Martin del Campo Violeta Alheli
Inv. Asoc.: Dra. Idanya Rubi Serafin Higuera (Directora de tesis)

en comisidon especifica, el Comité de Bioética de la Facultad de Medicina y Psicologia ha decidido el
siguiente dictamen:

APROBADO

Los fundam entos para dicha decisién se basan en que es un proyecto de investigacién clasificado
“Categoria Il. Investigacién con riesgo minimo” de acuerdo al Articulo 17 del Reglamento de la Ley
General de Salud en Materia de Investigacién para la Salud por haber cumplido con las caracteristicas
para dicho nivel al ser un proyecto a realizarse en sujetos adultos universitarios a los cuales se les
aplicara una entrevista de datos generales, toma de muestra hisopada naso/orofaringea y una muestra
sanguinea (3ml) mediante venopuncién con la finalidad de evaluar la concentracién del Factor de von
Willebrand. A la vez, el consentimiento informado, cubre los requerimientos suficientes para esta
categoria sefialados en la LGS en su Art. 21, garantizando la confidencialidad total de la informacién
recabada. Se anexa al presente dictamen, el consentimiento informado debidamente autorizado con
fecha de vigencia.

La presente aprobacién es para su aplicacién en un periodo no mayor a UN ANO a partir de la fecha del
dictamen; cualquier cambio al protocolo de trabajo requiere de notificacién a este Comité en un periodo
no mayor a 15 dias para mantener la vigencia del mismo.

Sin mas por el momento, quedo de Usted como su S.5.

Atentamente
“Por la Realizacion Plena del 8§

Dr. Miguel An
Comité de Bioética FM P

C.c.p. Archivo Comité de Bioética f D320
Recibido para revisian: 31-0ct-2022
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Universidad Autdnoma de Baja California

Facultad de medicinay psicologia

J

MEDICIN Posgrado en ciencias médicas

GIA

Participacion en estudio de investigacion.

Titulo del protocolo: Alteracion en los niveles del factor de von Willebrand en una comunidad

universitaria publica con COVID-19 leve y moderado.

Investigador principal:

CUESTIONARIO DE ANTECEDENTES PATOLOGICOS Y DE SANGRADO
Nombre:
Edad: Sexo:

Por favor conteste con una X en las opciones de si y no si ha presentado alguna de las siguientes
condiciones, eventos o si ha tomado algin medicamento o suplemento de los que se mencionan en la
encuesta. Sus resultados seran de completa confidencialidad y solamente seran recabados para la
presente investigacion, sus datos personales no seran publicados ademas de reiterar que son de
completa confidencialidad.

1. ¢Ha estado tomando aspirina o analgésicos en la tltima semana? Si No
éCual?

2. ¢Tuvo sangrado prolongado durante o después de alglin procedimiento quirdrgico como
extraccion dental, o este se ha presentado durante o después de alguna herida? Si No

3. ¢Present6 alguna vez sangrado nasal que requirié tratamiento médico? Si No
4. ¢Tarda mas de 5 minutos en dejar de sangrar ante una herida o mordedura? Si__ No

5. ¢Presenta hematomas (moretes) frecuentes y/o extensos sin motivo aparente? Si___ No

6. ¢Padece usted de alguna enfermedad hepatica (que afecte el funcionamiento normal del
higado)? Si No éCudl?

7. ¢éCuenta usted de un diagndstico de alguna condicidn que involucre trastornos de la
coagulacién? Si No éCual?

8. ¢éConsume algln suplemento de vitamina k? Si No

60



Anexo 6 Certificado de andlisis

: : Human vWF-A2 DuoSet ELISA, 5 Plate
R‘D SYSTEMS Catalog Num ber: O 2764-05
a bietechne brand Expiration: 21 Jun 2026

Lot: 315885

Certificate of Analysis

SPECIFICATIONS

REAGENT PART NUMBER # OF VIALS AMOUNT PER VAL WORKING CONCENTRATION LOT #
Capture 244012 1 120 py 2.00 porrl JERO221102
Detection 244013 1 3.00 pg a0.0nghrl CHANGO121101
Standard 244014 2 324ng 46.9-3000 po'rl P2374934
Streptavidine HRP 893974 1 [RTE) 40-fald dilution P303021

PREPARATION & STORAGE
Store unopened kit at 28 °C. Do not use past kit expiration date.

REAGENT PREPARATION STORAGE OF OPENED/RECONSTITUTED MATERIAL
Capture Reconstitute with 0.5 mL of PES

Store at 28 "Cforupto 8 weeks or aliguat and stare at -20 °C to -70
Detection Recanstitute with 1.0 ml of Reagent Diluent °C ina manual defrost freezer far up to 12 weeks.”

Store reconstituted standard at 2-8 °C or aliquot and gtore at-70 °C for
Standard Reconstitute with 0.5 mL of Reagent Diluent up to 8 weeks®
Streptavidin HRP Dilute with Reagent Diluent Store undiluted at 28 °C for up to 12 weeks. DO NOT FREEZE*

*Provided this is within the expiration date of the kit.

Itis hereby cerified that the above product has beentested for proper perfarmance and function under our established Quality Control Testing criteria. It
is authorized by our Quality Assurance programto be released for sale.

H. Helen £hang
Directar, Quality Assurance
This C of Awas updated on 17312022, Rev. 0

For Research Use or Further Manufacturing Purposes Only

Global bigtechne com info@biotechnecam tachsupport@bio-technecom TCL '1 612 379 2956

bio.techne USA TCL 800 343 7475 Canada TCL 855668 8722 China TLL '86 (21) 52380373

Europe | Middle East | Africa TEL +44 (()1235 529449
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Anexo 7

Constancia de participacién en congreso.
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