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Resumen: Las enfermedades cardiovasculares, son factores de riesgo que contribuyen a la severidad de la infección SARS-CoV-2 y complicaciones post COVID-19. El objetivo del estudio fue identificar la relación del inmunofenotipo linfocitario en convalecientes de la COVID-19 según la severidad y los antecedentes de enfermedad cardiaca. Métodos: Se realizó una investigación aplicada con un diseño analítico de tipo transversal, desde el 11 de marzo hasta el 11 de junio de 2020 en Cuba. La muestra quedó conformada por 251 convalecientes de la COVID-19 mayores de 18 años de edad. Se identificaron mediante citometría de flujo las subpoblaciones celulares B y T. Se realizó una comparación de proporciones entre cada grupo de convalecientes. Se realizaron análisis multivariados de regresión logística (se ajustó la edad y severidad) para evaluar la enfermedad cardiaca sobre las variables CD19+, CD3+, CD3+CD4+, CD3+CD8+, NK. Resultados: Los convalecientes con formas graves de la COVID-19 presentaron un mayor porcentaje de pacientes con enfermedad cardiaca respecto a los que presentaron COVID no severo (p=0,000). Los convalecientes con formas severas de la CVID-19 con antecedentes de enfermedad cardiaca presentaron una probabilidad mayor (OR:8,2; IC95%:1,45-46,3; p=0,017) respecto a los que desarrollaron formas no graves, de tener una disminución de los linfocitos CD3+. Discusión: De manera coincidentes con otros autores, la linfopenia células T CD3+ se asoció con la severidad y los antecedentes de enfermedad cardiaca, lo cual puede estar relacionado con la lisis directa de las células infectada y una actividad hiperinflamatoria mantenida. Conclusiones: Los convalecientes con formas graves de la COVI-19+ presentan alteraciones en el inmunofenotipo celular que predispone a perpetuar una disregulación inmune.

Palabras clave: Enfermedad cardiovascular, COVID-19, inmunofenotipo celular. 
INTRODUCCIÓN
La Edad mayor de 60 años, la hipertensión arterial, las enfermedades cardiovasculares, la diabetes mellitus e insuficiencia renal entre otras comorbilidades, son factores de riesgo que contribuyeron a severidad de la infección SARS-CoV-2, así como al desarrollo de complicaciones posterior a la infección, lo que favorece una recuperación desfavorable de los convalecientes de la COVIS-19.(1, 2) Se propuso con la investigación identificar la relación del inmunofenotipo linfocitario en convalecientes de la COVID-19 según la severidad de la infección por SARS-CoV-2 y los antecedentes de enfermedad cardiaca. 

método
Pacientes 
Se realizó una investigación aplicada con un diseño analítico de corte transversal, en el Centro Nacional de Genética Médica, La Habana, Cuba, a partir de todos los pacientes diagnosticados en el país con la COVID-19 mediante reacción en cadena de la polimerasa en tiempo real (PCR-RT: (por sus siglas en inglés, reverpolymerase chain reaction real time) desde el 11 de marzo hasta el 11 de junio de 2020.

La muestra se seleccionó mediante el método de afijación de compromiso y quedó conformada por 251 individuos mayores de 18 años de edad que padecieron la COVID-19 (Convalecientes) y que presentaron dos PCR-RT, reacción en cadena de la polimerasa en tiempo real) negativos con un intervalo de 14 días según los Protocolo de Actuación Nacional para la COVID-19 (13), (14) y que además aceptaron participar en la investigación. Se excluyeron los individuos que no eran residentes en Cuba. 

Los convalecientes de la COVID-19 incluidos se agruparon según la severidad clínica presentada: asintomáticos (CA: los individuos que no presentaron signos ni síntomas clínicos de la enfermedad), moderados (CM: los individuos que presentaron síntomas leves o moderados pero sin complicaciones), severos (CS): casos que requirieron de cuidados intensivos por presentar complicaciones clínicas severas como neumonías severas, síndrome de distrés respiratorio agudo-SDRA, síndrome de choque séptico, arritmias cardíacas, trastornos de la coagulación, frecuencia respiratoria ≥30 / minuto, saturación de oxígeno en sangre ≤90%, presión parcial de oxígeno arterial a fracción de inspiración relación de oxígeno <300). (13), (14)
Se realizó una entrevista cara a cara para la recolección de datos clínicos, epidemiológicos y sociales de los pacientes, aportados por el propio paciente o por sus tutores legales en caso de discapacidad intelectual. 
A. Inmnofenotipaje celular

Se cuantificaron los linfocitos B, linfocitos T CD4+, linfocitos T CD8+, linfocitos T CD4+CD8+, linfocitos T doble positivos CD4+CD8+, células NK del inglés natural killer, mediante citometría de flujo (citómetro de flujo Gallios de 8 colores (Beckman Coulter, Francia). Se obtuvo sangre periférica mediante venipuntura y se empleó el anticoagulante K2-EDTA y solución lisante VersaLyse (BeckmanCoulter, Francia). Se utilizó un tubo policromático de citometría de flujo para inmunofenotipo linfocitario periférico desarrollado en el laboratorio de inmunología del Centro Nacional de Genética Médica. (15) Los anticuerpos monoclonales conjugados con fluorocromos para la detección de los antígenos CD45, CD19, CD3, CD4, CD8 y CD56 incluyeron:  de la firma MACS MiltenyiBiotec (Alemania), anti-CD45 APC-Vio770 (Clone 5B1), anti-CD19 PE-Vio700 (Clone LT19), anti-CD3 FITC (Clone BW264/56), anti-CD4 PerCP-Vio700 (Clone M-T466), anti-CD8 APC (Clone BW135/80), anti-CD56 PE (Clone REA196), CD8-PECy7 (invitrogen, eBioscience, clone SK1), CD45 RA APC- eF780 (invitrogen, eBioscience, clone HI100). Se utilizaron dos paneles: 1- para la determinación de las poblaciones B, T, NK (CD45/APC-V770, CD19/PE-V770, CD3/FITC, CD4/PerCp-V770, CD8/APC). 2- 

De acuerdo con las recomendaciones del fabricante (Beckman Coulter, Francia), se utilizó el método de lisis de hematíes sin lavado: a cada volumen del conjugado se le añadió 100μL de sangre, se mezcló por 3 s, se incubó en cámara oscura por 15 min a temperatura del laboratorio; se añadió 1mL de buffer de lisis VersaLyse TM (Beckman Coulter, Francia) e incubó por 10 min en las mismas condiciones del paso anterior. Por último, se procedió de manera inmediata a la adquisición de la muestra por el citómetro.

Los valores de referencia que se tuvieron para el análisis de las subpoblaciones celulares fueron de previos estudios en la población cubana.(3)
Aspecticos éticos: La investigación se realizó bajo el cumplimiento de lo establecido en la Declaración de Helsinki del 2013.(4) Todos los casos y expuestos que participaron en la investigación firmaron el consentimiento informado previamente de su aceptación.  Esta investigación forma parte de un proyecto de investigación que fue aprobado por el Comité de ética y de la investigación del Centro Nacional de Genética Médica y por el comité asesor del Ministerio de Salud Pública de Cuba. 
Resultados

Los convalecientes con formas severas de la COVID-19 presentaron un mayor porcentaje de pacientes con enfermedad cardiaca, respecto a los convalecientes que desarrollaron formas no severas de la COVID-19 (Tabla 1).
Tabla 1. Antecedentes de enfermedad cardiaca en convalecientes cubanos de la infección por SAS-CoV-2 de acuerdo a la severidad clínica. 
	 
	     CONVALECIENTES 
	p*

	 
	COVID-19             Severo
n = 62
	COVID-19      No severo
n = 189
	

	Enfermedad Cardiaca; n (%)
	13 (21,0)
	10 (5,29)
	      0,000 (s)


* p: probabilidad calculada mediante comparación de proporciones. (s): significación para p:<0,05 
Se observó que los convalecientes que presentaron formas severas de la COVID-19 con antecedentes de enfermedad cardiaca (ajustando la edad, sexo, severidad, enfermedades como la diabetes mellitus, hipertensión arterial y enfermedad pulmonar obstructiva crónica) presentaron una probabilidad mayor probabilidad de tener linfopenia de células T CD3+ respecto a los pacientes convalecientes que no presentaron formas severas de enfermedad (Figura 1) 
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Figura 1. Análisis de la influencia de las comorbilidades sobre el inmunofenotipo de sangre periférico de convalecientes de la COVID-19 mediante un análisis de regresión logística
HTA: Hipertensión arterial, ECV: Enfermedad cardiovascular, DM: Diabetes mellitus, EPOC: Enfermedad pulmonar obstructiva crónica; TC: Tiempo de convalecencia en días, Edad: edad ≥ 60 años. 

DISCUSIÓN
La edad mayor de 60 años y la asociación a enfermedad cardiovascular está relacionado a mortalidad y severidad de la infección por SARS-CoV-2.(2)  Similar a lo reportado por otros autores dentro de los elementos de disregulación inmune como la linfopenia de linfocitos T CD3+ está asociada a la severidad de la infección por SARS-CoV-2 durante la fase aguda de la COVID-19 y en los convalecientes .(2,3)  Elementos dependientes de la lisis directa del virus sobre las células infectadas, una actividad hiperinflamatoria de la respuesta inmune innata y celular, así como una respuesta autoinmune favorecida por el aumento de aumento de la producción de anticuerpos específicos contra el SARS-CoV-2, son los principales mecanismos que explican la morbimortalidad de los pacientes con COVID-19 severo con antecedentes de enfermedad cardiaca y las alteraciones en las subpoblaciones de linfocitos T CD3+.(2,3,5,6)  
CONCLUSIONES
Cualquier conclusión debe haber sido presentada y discutida en el texto con anterioridad. Es incorrecto incluir como conclusiones, temas o asuntos no tratados en el cuerpo del trabajo.
Deben poseer un adecuado grado de generalización, responder a los objetivos del estudio y estar en correspondencia con los resultados y la discusión. No repetir resultados.
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HTA: OR: 0,42; IC95%:0,09-1,86; p=0,252


ECV: OR: 8,2; IC95%:1,45-46,26; p=0,017


DM: OR: 1,07; IC95%:0,18-6,22; p= 0,944


EPOC: OR: 1,99; IC95%:0,20-20,0; p=0,558


TC: OR: 1,010; IC95%:0,97-1,05; p=0,608


Edad: OR: 1,04; IC95%:0,23-4,67; p=0,959


Sexo: OR: 0,50; IC95%:0,14-1,84; p=0,299


Severo: OR: 1,58; IC95%:0,39-6,38; p=0,520








