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1. INTRODUCCION

1.1 Coronavirus e infecciones por coronavirus en humanos

Los coronavirus (CoVs) son una familia de virus que afectan a humanos y animales y se
encuentran ampliamente extendidos por el mundo. En humanos, son responsables de
infecciones de vias respiratorias de gravedad variable (desde afectacion leve del tracto
respiratorio superior hasta neumonias graves que requieren ventilacién mecanica

invasiva) y, en menor frecuencia, infecciones gastrointestinales.

En el orden de los Nidovirales, pertenecen a la familia Coronaviridae (subfamilia
Orthocoronavirinae) y se clasifican en cuatro géneros de acuerdo con su estructura
genética (Alphacoronavirus, Betacoronavirus, Gammacoronavirus y Deltacoronavirus).
Desde 1960, se han identificado siete coronavirus capaces de producir patologia en
humanos (HCoVs) entre los géneros Alphacoronavirus (HCoV-229E y HCoV-NL63) y
Betacoronavirus (HCoV-HKU1, HCoV-OC43, Coronavirus causante del Sindrome
Respiratorio de Oriente Medio [MERS-CoV, del inglés Middle East Respiratory Syndrome
Coronavirus], Coronavirus tipo 1 y 2 causantes de Sindrome Respiratorio Agudo Grave
[SARS-CoV y SARS-CoV-2, del inglés Severe Acute Respiratory Syndrome Coronavirus
type 1 and 2]) (Tabla 1). Los HCoVs OC43, 229E, NL63 y HKU1 circulan globalmente y son

responsables del resfriado comun.

En noviembre de 2002 se describié el primer brote causado por SARS-CoV en
Guangdong, China. Se infectaron 8098 personas con una tasa de mortalidad del 9%,
afectando a un total de 26 paises de Asia, Europa, Canada y Norteamérica. Su control se
produjo a finales de 2003 y desde entonces sdélo han tenido lugar pequefos brotes
relacionados con laboratorios y contacto con animales infectados (civetas de las
palmeras y murciélagos). Se transmite principalmente por gotas, aunque existen otros
mecanismos menos frecuentes como el feco-oral y aéreo. Al igual que SARS-CoV-2, es
responsable de infecciones graves respiratorias y posible progresidon a Sindrome de
Distrés Respiratorio Agudo (SDRA). Una de las principales claves en el control de la

infeccion fue la baja contagiosidad de este virus durante la fase prodrémica
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y la ausencia de transmisién asintomatica, lo que permitia aislar al enfermo una vez

empezaran los sintomas y aumentara la carga viral en las secreciones respiratorias?.

Una década después, en septiembre de 2012, aparecié un nuevo coronavirus como
agente causal de un brote de neumonia en Arabia Saudi. Denominado Coronavirus
causante del Sindrome Respiratorio de Oriente Medio (MERS-CoV, del inglés Middle East
Respiratory Syndrome Coronavirus), afecté a mas de 2400 personas en 27 paises, con
una tasa de mortalidad del 34.4%. Es menos transmisible que otros HCoVs, y la mayor
parte de los casos siguen teniendo lugar en la peninsula ardbiga o en viajeros
procedentes de esta zona?. Al igual que SARS-CoV, MERS-CoV puede afectar al tracto

respiratorio inferior, presentando las formas mas graves SDRA.

En diciembre de 2019 China informd de varios casos de neumonia de caracteristicas
virales de etiologia no determinada. El primer brote identificado ocurrié en un mercado
de animales en la ciudad de Wuhan en el que rapidamente se infectaron mas de 50
personas. Se reprodujeron casos similares sin contacto con dicho mercado en las
siguientes semanas, lo que sugirié la posibilidad de una transmisién entre personas3.
Dos semanas mas tarde se identificd el agente causal como un nuevo coronavirus (2019-
nCov). En febrero de 2020 el Comité Internacional de Taxonomia de Virus lo denominé
SARS-CoV-2 y la Organizacién Mundial de la Salud utilizé el término COVID-19 para
definir la enfermedad causada por este virus®. A fecha de septiembre de 2021, ha
afectado a 230 millones de personas en todo el mundo y causado mas de cuatro millones

de muertes®.

Retrospectivamente, en estudios serolégicos de donantes de sangre de diciembre de
2019 en territorio estadounidense se encontraron anticuerpos especificos de SARS-CoV-
2, un mes antes del primer caso oficialmente registrado, por lo que el virus

probablemente circulaba fuera de China antes de la deteccién de los primeros brotes®.

De esta forma, SARS-CoV-2 es el tercer HCoV responsable de una epidemia/pandemia

en humanos durante este ultimo siglo.
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1.2 SARS-CoV-2: filogenia, principales caracteristicas y origen

SARS-CoV-2 es un betacoronavirus, genéticamente similar en un 80% a SARS-CoV (7),
concretamente a SARS-like bat CoVs, mientras que se aleja del genoma de MERS-CoV.
Comparte con SARS-like bat CoVs (RaTG13) un 96.2 % de la secuenciacion genética®,

mientras que solo alcanza un 50% con MERS-CoV’.

Los SARS-like bat CoVs no pueden infectar directamente a humanos, a no ser que se
produzca una mutacidon o recombinacién genética que lo permita. Tampoco su habitat
natural suele estar en contacto con areas de actividad humana, por lo que se cree que
ha sido necesario un huésped intermedio que haya permitido el salto inter-especies: se
ha documentado una identidad genética del 82% entre los CoVs encontrados en los
pangolines y el SARS-CoV-2, por lo que se piensa que este animal ha podido ser un
hospedador intermedio que permitiera el paso para dar lugar a la infeccién en humanos,
asi como lo fueron las civetas de las palmeras y los dromedarios para SARS-CoV y MERS-
CoV respectivamente®. Estos saltos inter-especies se generan a partir de la replicaciéon
continuada de ARN viral, acumulando mutaciones que pueden generar cambios en la
secuencia de aminodcidos y codificando nuevas proteinas que permiten modificar la
magquinaria del virus, posibilitando asi nuevas especies capaces de infectar a otros
huéspedes!®. Aunque la hipdtesis del salto inter-especies, con o sin un hospedador
intermedio que todavia no ha sido identificado definitivamente es la mas probable, el
origen del salto de SARS-CoV-2 sigue sin ser conocido completamente, no pudiendo

descartarse otras hipétesis como un accidente de laboratorio®.

Se trata de un virus esférico de entre 65 y 125 nandmetros de didmetro, con una
envuelta de bicapa lipidica y que contiene una Unica cadena de ARN monocatenario de
una longitud de alrededor 29,9 kilo bases. El genoma de SARS-CoV-2 codifica 4 proteinas
estructurales: la proteina S (spike protein), la proteina E (envelope), la proteina M
(membrane) y la proteina N (nucleocapsid); y otras accesorias. La proteina N se
encuentra en el interior del viridn asociada al ARN viral, y las otras tres proteinas estan

asociadas a la envuelta viral. La proteina S (con forma de espigas) se encuentra en la
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envoltura lipidica, otorgando la caracteristica morfologia de corona (Figura 1). Esta
proteina contiene dos subunidades, S1y S2, las cuales actian como dominio de unién
al receptor (RBD, del inglés Receptor Binding Protein) y de fusién a membranas de las
células que infecta, condicionando el tropismo del virus. Dado su papel crucial en la
infeccion de las células, dentro de S1y S2 se encuentran varios epitopos, objetivo de los
anticuerpos neutralizantes producidos por el sistema inmune del hospedador?. Esta
misma proteina alberga el Dominio Terminal-N, otro de los objetivos antigénicos de los
anticuerpos. A través de estas proteinas se produce la fusidon entre la membrana viral y
celular, liberando el genoma viral al interior de las células humanas (Imagen 1y 2). SARS-
CoV-2 se inactiva por luz ultravioleta y por una exposicién a la luz solar o por una
incubacién de al menos 30 minutos a mas de 562C. Ademas, es sensible a la mayoria de

los desinfectantes habituales?3.

D, Spike Protein (S)

2 @ Membrane Protein (M)
SEnp

Envelope Protein (E)

i T
% . i *# Nucleoprotein (N)

”f.f 19 /ﬂ/% Ribonucleic Acid (RNA)
’{*?¥ _ Qle s

L
e i
A ohe # Human ACE2 'y . )
. Receptor j_’,fj‘ i Sy »
Cell Membrang Virus E
\ / Host Cell 5

Figura 1 (12). Representacion esquemdtica de la estructura viral y su mecanismo de entrada a la
célula huésped.
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Imagen 1y 2. Microscopia electronica de SARS-CoV-2 en un cultivo de células VERO, aislado en
mayo de 2020 de un paciente con COVID-19 del HCULB (cedidas por Julian Pardo).

Desde su deteccion inicial en diciembre de 2019, se han identificado numerosas
variantes genéticas de SARS-CoV-2, alarmantes por su posible mayor virulencia,
habilidad de transmision o escape inmunitario. Algunas de ellas se han producido bajo
determinadas circunstancias (zonas geograficas y momentos concretos) que han
favorecido la replicacidn de estas variantes y su expansién mundial. Se piensa que estas
variantes han podido surgir como consecuencia de la evolucién adaptativa natural del
virus a través de la replicacion viral mantenida en un mismo individuo que podria tener
deficiencias en lainmunidad o estar sometido a algun tipo de presién selectiva mediante
un tratamiento antiviral. Las variantes mas preocupantes presentan mutaciones en el
RBD de la proteina S, contra las cuales se ha visto que existe una menor capacidad
neutralizante de sueros convalecientes que contra la version original de SARS-CoV-2, lo
gue ha posibilitado la expansion global de estas variantes incluso entre poblacion con
inmunidad previa. La variante Alpha o B.1.1.7, inicialmente conocida como variante
britdnica y mundialmente extendida, se generd a partir de la variacion genética N501Y
en la RBD. Esta variante tiene una mayor habilidad de transmisidn y diseminacion y se
supone mas contagiosa. Han surgido otras multiples variantes preocupantes,
principalmente por la posible reduccién en la neutralizacion inmune, como la Beta
B.1.351 (Sudafricana), portadora también de mutaciones en la RBD (N501Y, E484K), la

Gamma (Brasilefia), la Delta (India), la Kappa... 1.
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1.3 Fisiopatologia de la infeccién por SARS-CoV-2

La enzima conversora de Angiotensina 2 (ACE2, del inglés Angiotensin-Converting
Enzyme 2), proteina transmembrana considerada el receptor celular de SARS-CoV,
también es la molécula receptora de SARS-CoV-2 y condiciona el tropismo del huésped.
Estd distribuida en diferentes tejidos, como células del epitelio respiratorio (incluido
tracto olfatorio), cardiacas, renales, digestivas y endotelio vascular, lo que explica los

sintomas y las complicaciones mas habituales de la infeccién.

La interaccidon entre SARS-CoV-2 y ACE2 estd mediada por el RBD de la proteina S, a
través de la cual el viridn se une a la célula. Posteriormente se produce una fusién entre
la membrana viral y celular, de forma que cada viridon puede verter su material genético
en la célula, entre el que se encuentra una ARN polimerasa capaz de replicar el ARN
viral. Esta fusion de membranas requiere de un cambio conformacional en la proteina S
mediante la activacidn proteolitica de algunos miembros de la familia de proteasas de
las catepsinas, enzimas presentes en casi todas las células humanas. A diferencia de
otros HCoVs, SARS-CoV-2 posee ademas otras secuencias genémicas extra que codifican
puntos de corte diferentes en la proteina S que permiten la accién de otras proteasas
como la furina y la proteasa de serina transmembrana de tipo 2 (TMPRSS2, del inglés
Transmembrane protease serine 2). Estas actian de modo secuencial sobre los nuevos
viriones replicados, activando asi su proteina S para fusionarse directamente con otras
células humanas, condicionando un mayor tropismo del virus por las células y

generando una transmision més eficiente'®.

1.4 Clinica y mortalidad. Factores de riesgo para desarrollar una infeccién
grave

El espectro clinico de la enfermedad por SARS-CoV-2 es muy amplio: se calcula que
alrededor de un 20% de las infecciones son asintomaticas, aunque la falta de una
definicion homogénea y de un diagndstico y seguimiento adecuado de esta

subpoblacién probablemente hagan que esta cifra sobreestime la realidad?®. El tiempo
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medio de incubacidn de la enfermedad es de 5 dias, aunque en algunos casos se puede

prolongar hasta 10-12 dias.

De entre aquellas que son sintomaticas, se consideran leves o moderadas (con o sin
neumonia) alrededor de un 80%, graves (por desarrollo de SDRA) en un 15% vy criticas
en el 5%'. En pacientes hospitalizados la mortalidad alcanza un 28%, siendo mayor en
aquellos pacientes que desarrollan insuficiencia respiratoria, son mayores de 80 afios,
tienen mayor carga de comorbilidad o cuando reciben atencion médica con un sistema
sanitario saturado?®. La clinica méas habitual de presentacién es fiebre, tos, artromialgias,
ageusia y anosmia, con posible evolucidn a neumonia bilateral. Los casos graves pueden
ocurrir al comienzo de la infeccidn, aunque las observaciones clinicas sugieren una
enfermedad de “dos pasos”, comenzando con una presentacion leve-moderada,
seguida por un deterioro respiratorio que tiene lugar entre el noveno y duodécimo dias
tras el inicio de los sintomas. Este deterioro respiratorio coincide con la aparicidon
radiolégica de infiltrados pulmonares, linfopenia y elevacién de reactantes
inflamatorios®. Los sintomas digestivos (diarrea, nduseas y vémitos) son menos
frecuentes, y suelen presentarse especialmente al inicio de la infeccién y en poblacidn
pediatrica. Las formas mas graves de la enfermedad evolucionan a neumonia bilateral
con SDRA vy fracaso respiratorio. Se han descrito también formas fulminantes de
infeccion por SARS-CoV-2 con disfunciéon multiorganica y elevada mortalidad,

1”20, Las complicaciones mas

denominada por algunos autores como “sepsis vira
frecuentemente recogidas son el tromboembolismo pulmonar y el SDRA. También se
han descrito manifestaciones neuroldgicas mediadas por autoanticuerpos como el
sindrome de Guillain-Barré y situaciones de hiperinflamacién en nifios, similares a la

enfermedad de Kawasaki?-22.

Los factores de riesgo asociados a las formas mas graves de la infeccion, necesidad de
ingreso en unidades de cuidados intensivos y mortalidad son el sexo masculino, la edad
avanzada, el tabaquismo y enfermedades de base como la hipertensién arterial, la
enfermedad cardiovascular, enfermedad pulmonar obstructiva crdénica, diabetes

mellitus, obesidad y enfermedad onco-hematolégica?3.
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1.5 Infectividad y mecanismos de transmision

La afinidad de SARS-CoV-2 por su receptor ACE2 en tracto respiratorio y conjuntiva es
hasta 20 veces superior que la mostrada por SARS-CoV, lo que se traduce en una
diseminacion mucho mas eficiente. Esto es debido tanto a diferencias estructurales en
las proteinas de superficie que confieren una mayor capacidad de adhesién e invasion

de las células respiratorias 24, como a la adquisicién del punto de corte de la furina.

El principal mecanismo de transmisidon de SARS-CoV-2 es respiratorio, a través de gotas
eliminadas por las secreciones de una persona infectada que entran en contacto con las
mucosas de otra persona, especialmente en contactos estrechos y prolongados. La
contaminaciéon de objetos o superficies por estas particulas genera fémites con
capacidad infectiva al entrar en contacto de forma directa o indirecta (manos) con las
mucosas de otra persona. Sobre superficies u objetos contaminados, y en determinadas
circunstancias ambientales puede permanecer viable hasta 72 horas®. El riesgo de
transmision depende de muchos factores, entre los que se encuentran el grado de
contacto, la ventilacidn, el grado de infectividad (cantidad de carga viral y produccién
de sintomas) y otros factores socioecondmicos, siendo esta transmisidn especialmente
eficiente en reuniones socio-familiares. La tasa de infeccién secundaria entre

convivientes se establece entre un 4 y un 35%2°.

La contribucion de la transmision por aire a la expansién de la pandemia en condiciones
ambientales naturales ha sido fuente de controversia. La transmisién aérea se produce
a través de la inhalacidn de particulas virales mas pequefias que las gotas respiratorias
(aerosoles), capaces de permanecer suspendidas y viables en el aire durante un
determinado tiempo y distancia. Se ha encontrado ARN de SARS-CoV-2 viable en
muestras de aire tomadas tras la produccién controlada de aerosoles en condiciones
experimentales hasta durante 3 y 16 horas®>?’. La transmisidon a través de este
mecanismo es posible en procedimientos hospitalarios generadores de aerosoles en
ausencia de medidas de proteccién eficaces. Fuera de este entorno en el andlisis de

determinados brotes y eventos de supertransmision, se ha demostrado la existencia de
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este mecanismo combinado seguramente con transmision respiratoria. Todos ellos
ocurrieron tras una estancia prolongada en lugares cerrados con escasa ventilacion y

aglomeracion de personas?®2°:30,

SARS-CoV-2 se elimina también por heces y orina3!, aunque hasta la fecha parece que

este mecanismo de transmisidn es poco relevante.

Se ha detectado presencia de ARN viral en el tracto respiratorio entre dos y tres dias
antes del inicio de los sintomas, con un nivel pico el mismo dia de inicio de los sintomas
y una curva rapida en descenso durante los siguientes 8 dias en la mayor parte de los
pacientes. Pacientes oligo-sintomaticos y pre-sintomaticos son portadores de una gran
cantidad de carga viral en su tracto respiratorio, similar a la encontrada en pacientes
con infeccién grave. Esta transmisidn asintomatica o pre-sintomatica probablemente

colabore en la gran capacidad de diseminacién de SARS-CoV-22632,

Este ARN, detectado a través de frotis nasofaringeo mediante reaccién en cadena de la
polimerasa con transcripcion inversa (RT-PCR, del inglés Reverse Transcription-
Polymerase Chain Reaction) puede estar presente durante varias semanas tras la
infeccion, sin implicar la presencia de virus viable. Esto es debido a que pueden quedar
detritus virales residuales no competentes asociados a vesiculas intracelulares que les
protegen de la degradaciéon enzimatica. La habilidad de SARS-CoV-2 para replicar en
cultivos celulares probablemente sea un marcador mas fiable de viabilidad, aunque no
es una técnica practica y reproducible en los laboratorios asistenciales. Se ha visto que
la contagiosidad desaparece en la mayor parte de los pacientes leves y moderados en el
dia décimo tras el inicio de los sintomas y alrededor del dia decimoquinto en los
pacientes criticos e inmunodeprimidos. La mdaxima duracidon de virus viable se
document? inicialmente en el dia vigésimo tras el inicio de los sintomas33, aunque mas
tarde se reportéd el caso de infeccion por SARS-CoV-2 persistente en un vardn

inmunodeprimido, encontrando virus viable en cultivo en el dia 143 tras el diagndstico3*.
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1.6 Respuesta inmune frente a la infeccién por SARS-CoV-2

1.6.1 Respuesta inmune innata

En términos generales, una vez un virién es integrado en la célula se activa su replicacién
viral. Las células infectadas detectan la presencia del virus mediante el reconocimiento
de ARN aberrante procedente de esta replicacion y otros productos virales como
glicoproteinas, polisacaridos o lipoproteinas, los cuales se conocen como Patrones
Moleculares Asociados a Patégenos (PAMPs, del inglés Pathogen-Associated Molecular
Patterns). Estos PAMPs son reconocidos por Receptores de Reconocimiento de Patrones
(PRRs, del inglés Pattern Recognition Receptors), los cuales activan la respuesta inmune
mediante la transcripcion de genes senalizadores que se codificardn en proteinas
implicadas en la respuesta inflamatoria, conocidas como citoquinas. En concreto, el ARN
de SARS-CoV-2 es reconocido, entre otros, por PRRs de la familia Toll (TLRs, del inglés
Toll-like receptors) y Receptores similares a RIG-I o gen inducible por acido retinoico
(RLRs, del inglés Retinoic Acid-inducible Gene I-like Receptors), principales implicados de
la deteccidn de la invasién de virus ARN (Influenza, VIH, West Nile...)3>3®. Las citoquinas
son proteinas secretadas por macrdéfagos, mastocitos, neutréfilos y otras células
implicadas en la respuesta inmune innata, que actuan sobre otras células favoreciendo
la activacién o inhibiciéon de los mecanismos de defensa. En el caso de la respuesta
antiviral, se producen citoquinas conocidas como Interferdn tipo | (IFN-1) y la activaciéon
del factor nuclear kB (NF-«xB, del inglés Nuclear Factor-«xB), el cual induce la proliferacion
celulary la expresion de otras citoquinas, como las interleuquinas (IL) y las quimioquinas
(CCL, CXCL). Las IL se encargan de regular funciones moduladoras inflamatorias en la
respuesta inmune como la activacién, diferenciacién y proliferacién de otras células
defensoras. Por su parte, las quimioquinas regulan la migracidn y extravasacion celular

hacia los tejidos inflamados.

El IFN-I es una citoquina producida mayoritariamente por células epiteliales, células
dendriticas (CDs) y monocitos, tras el reconocimiento de PAMPs del patégeno. Sus dos
tipos principales, o y B, son sefales cruciales en la generacién de un ataque

inmunolégico adecuado frente a las infecciones virales. Estimula también la
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transcripcion de genes estimulados por IFN (ISGs del inglés, Interferon Stimulated
Genes) en otras citoquinas proinflamatorias que se encargan directamente de la
inhibicidn viral y el reclutamiento de células inmunoldgicas para reparar tejidos dafiados

y generar una respuesta adaptativa prolongada.

A través de la via del IFN-1 y NF-xB se dispara la respuesta inmune innata del huésped,
con la generacion y diferenciacidn de otras células inflamatorias como monocitos y CDs
gue actuaran como células presentadoras de los antigenos a los linfocitos T (LT). Los
monocitos se clasifican en tres grandes grupos segun la expresion en su superficie de los
clusteres de diferenciacion (CD) CD14 y CD16: la poblacién mayoritaria expresa niveles
altos de CD14, pero no de CD16 y son denominados monocitos clasicos (cMon); los
monocitos no clasicos (ncMon) expresan niveles bajos de CD14 y elevados de CD16; los
monocitos intermedios (iMon) expresan ambos clusteres. La funcidén de los cMon es
madurar hacia macrdéfagos que se encargaran de funciones fagocitarias, mientras que la

funcidn de los ncMon es reparar lesiones endoteliales®”.

Monocitos, macréfagos y CDs van a producir nuevas citoquinas como IL1, IL6, IL12 e
IL15, otros IFNs y Factor de Necrosis Tumoral-a (TNF-a, del inglés Tumor Necrosis
Factor), las cuales activan los procesos de angiogénesis y hematopoyesis, estimulando
la proliferacién de otras células defensoras como células Asesinas Naturales o células
NK (del inglés, Natural Killer) y neutrofilos que volveran de nuevo al epitelio respiratorio
para hacer frente al virus. Esta primera respuesta es la responsable de la fase inicial de

inflamacién en el tracto respiratorio superior.

Las células NK o células asesinas naturales son linfocitos con actividad citotdxica que no
requiere la presentacién del antigeno y no disponen de Receptor de Antigeno de Células
T (TCR, del inglés T Cell Antigen Receptor)*®®. Se caracterizan fenotipicamente por la
expresion en su membrana del clister de diferenciacion CD56, y la ausencia del
marcador caracteristico de las células T, CD3. Existen diferentes subpoblaciones de
células NK que muestran distintos estados de maduracién. Las dos principales
subpoblaciones se identifican por los niveles de expresion de CD56 y CD16: la mayoria

tienen un nivel de expresion bajo de CD56 y elevado de CD16 (NK®P>¢Pm) ‘mientras que
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el resto tienen niveles elevados de expresién de CD56 y bajos de CD16 (NKP>6Bright) | 3
primera de las subpoblaciones suele estar ligada a una mayor actividad citotéxica
(secrecidon de perforina, granzimas o ligandos de muerte), mientras que la segunda se
corresponde con funciones de inmunorregulacion (produccién de citoquinas como IFN-
¥ y TNF-a). Las células NK pueden presentar en su superficie receptores de
diferenciacién (CD57) que se expresan tras una exposicion previa a determinados
antigenos o citoquinas generando un tipo especifico de células NK adaptativas con
funciones de memoria inmunitaria. También pueden presentar receptores de activacion
(Ej.: NKG2D, NKp30, NKp44, NKp46, NKG2C) e inhibicién (Ej.: KIRDLs, ILT2, NKG2A) los
cuales reconocen ligandos especificos en la membrana de otras células, a través de los
gue se regula la maduracién y activacién de las células NK. Algunos de estos receptores
activadores e inhibidores también se encuentran en los LT y son conocidos como puntos
de control inmune inhibitorios (ICls, del inglés Immune Checkpoints). Se definen como
cualquier molécula involucrada en la regulacidon de la respuesta inmune, tanto en
referencia en un sentido positivo como negativo, que se encargan de regular la
tolerancia de las células de defensa frente a tejidos sanos y asegurar una respuesta
eficiente contra las células dafiadas. De este modo, si las sefales de activacién que
recibe la célula NK son superiores a las de inhibicidn, la célula NK se activard y ejercera
sus funciones efectoras sobre la célula infectada o transformada (38). También existen
ligandos solubles (sNKG2DL, del inglés Soluble NKG2D Ligand) de los receptores de
activacion que se secretan al medio extraceluar y que tras unirse a los receptores de
activacion en la membrana de las células NK o LTCD8" pueden bloquear su funcién
impidiendo el reconocimiento de las células dafiadas. Los mas conocidos son las formas
solubles de los ligandos de las familias MIC (Proteinas relacionadas con la cadena de
clase | del Complejo Mayor de Histocompatibilidad [MIC, del inglés MHC Class | chain —
related proteins]) y ULBP (Proteina de Unidn a UL16 [ULBP del inglés UL16 Binding
Protein]), que se unen al receptor de activacion NKG2D compitiendo con los ligandos de
la membrana de la célula diana y bloqueando las sefiales de activacidn de este receptor.
Estos ligandos solubles estan expresados en niveles muy bajos o ausentes en sujetos
sanos, pudiendo aumentar su produccidn ante situaciones de estrés celular como una
infeccidn viral o una transformacién celular. Existe un subtipo de LT, perteneciente al

sistema inmune innato que comparte caracteristicas comunes de células NK y linfocitos
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T, y que se caracteriza por la expresién de CD56 y CD3 (Imagen 3).
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Imagen 3. Las células NK regulan sus funciones de activacion e inhibicion al
entrar en contacto sus receptores con células dafiadas o ligandos solubles. Los
Linfocitos T se pueden activar directamente por contacto del antigeno con el
TCR.

1.6.2 Respuesta inmune adaptativa

En la segunda fase de respuesta inmune adaptativa, los antigenos virales procesados a
partir de proteinas del virus son presentados por CDs y monocitos en los ganglios
linfaticos a los LT. Estos, caracterizados por la expresion diferencial en su membrana de
CD3, se activaran por contacto del antigeno con el TCR, expresando en su membrana
marcadores de activacién (HLA-DR*, CD38*) y convirtiéndose asi en LT efectores
productores de otras citoquinas (IFN-y, TNF-a, IL2), quimioquinas (CXCL9, CXCL10,
CXCL11) y moléculas citotdxicas (perforina y granzimas)*!. Los linfocitos T CD4* (LTCD4Y)
se denominan linfocitos T cooperadores o helper (LTh) y existen varios tipos; en la
respuesta antiviral los mas importantes son los Th1, especializados en la defensa contra
patogenos intracelulares®'. Producirdn nuevamente citoquinas (IFN- y, TNF-o e IL12)
gue retornaran al lecho respiratorio para tratar de inhibir la replicacion viral. Los
linfocitos T CD8* (LTCD8*) tienen funciones citotdxicas, destruyendo células epiteliales
infectadas por el virus a través de enzimas proteoliticas vertidas por granulos (granzimas

y perforina). Estos mecanismos de citotoxicidad son compartidos por células NK. Las
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granzimas tienen un papel protector frente a infecciones y cancer, aunque en algunos
procesos infecciosos como la sepsis bacteriana se ha demostrado su papel patogénico.
Se trata de una familia de serin proteasas producidas entre otros por LT y células NK con
actividad citotdxica e inflamatoria. Las granzimas A (Gzm A) y B (Gzm B) son las mas
frecuentes y mejor caracterizadas en humanos: Gzm A ejerce una accidn
predominantemente extracelular mediante la atraccion de citoquinas, y Gzm B presenta
una actividad citotoxica mediante la penetracidn en la célula a través de la perforina y
la lisis celular. Producidas de forma descontrolada, dan lugar a un estado de
hiperinflamacién que acaba provocando dafio tisular y orgdnico caracteristico de las
respuestas desproporcionadas a la infecciéon, como una sepsis o un shock séptico. En
modelos animales y humanos sus niveles se encuentran elevados en este tipo de
infecciones y se han asociado a un peor prondstico*’. Ratones deficientes en Gzm A
(GzmA KO, del inglés GzmA knockout) mostraban una mayor supervivencia tras
provocarles una infeccién intraabdominal por inoculacidn intraperitoneal de Brucella
microti o puncién cecal, con menor expresidon de marcadores inflamatorios en suero y
liquido peritoneal, sin verse afectado el control de la carga bacteriana®*3. En una
cohorte de pacientes con sepsis secundaria a peritonitis, la Gzm A también se
encontraba elevada®®. En el caso de la infeccion por SARS-CoV-2, todavia se desconoce

el papel que pueden tener estas proteasas.

Mas tarde, los linfocitos B se diferenciardn en células plasmaticas capaces de producir
anticuerpos especificos. En algunos casos estos anticuerpos tendran capacidad
neutralizante, y podran contener y neutralizar particulas virales extracelulares,
consiguiendo asi el control de la replicacién viral y su eliminacién. Algunos de los LT
efectores se convertirdn en linfocitos T de memoria en la fase de convalecencia, los
cuales se recuperarian también ante una reinfeccion. La respuesta adaptativa se genera
entre el sexto y el décimo dia desde el inicio de la infeccidn, debido a la necesidad de

proliferacién y diferenciacion de las células ndive en células Ty B efectoras (Imagen 4).
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1.6.3 Homeostasis de la respuesta inmune

En condiciones normales una vez el virus ha sido aclarado, la cascada inflamatoria debe
autolimitarse para evitar respuestas inflamatorias desproporcionadas. Para ello, se debe
generar una muerte inducida por activacién celular mediante la apoptosis programada
de las células inflamatorias que estara condicionada a la unidn de ligandos (FasL, TNF-a,
TRAIL) con los respectivos receptores de muerte celular que existen en dichas células.
Existen otros mecanismos que contribuyen a esta inactivacion como la generacion de
citoquinas antiinflamatorias (como por ejemplo el TGF-£) o los denominados puntos de
control inmune inhibitorios (ICls) como TIM3 (Mucina 3 de lainmunoglobulina de células
T; del inglés T cell Imnmunoglobulin Mucin 3), LAG3 (Gen Activador de Linfocitos 3; del
inglés Lymphocyte Activating Gen 3) o PD1 (Proteina de muerte celular programada 1;
del inglés Programmed Cell Death Protein 1)***>. Estos ICls son moléculas reguladoras
gue, mediante la unidn a su ligando, llevan al “agotamiento” funcional de los linfocitos
T y células NK, perdiendo éstos su capacidad de proliferar y diferenciarse. Tras la
inactivacion de la respuesta inmune Unicamente persistird la memoria inmunoldgica,
gue es la que confiere inmunidad a largo plazo a través de linfocitos B, LTCD4*y LTCD8*

de memoria de SARS-CoV-2 y NK adaptativas, las cuales se activaran si el patégeno entra
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en contacto de nuevo con el epitelio respiratorio.

La activacion regulada y eficiente de una respuesta inmune es clave para el control de
las infecciones virales, antes de que el patdgeno aumente su replicacion y dispare una
respuesta inmune exacerbada y desregulada que acabe produciendo dafio tisular y
progresion de la enfermedad. Esta situacion daria lugar a una produccién excesiva de
citoquinas, la cual generaria a su vez una proliferacién descontrolada de otras células
inflamatorias, pudiendo causar SDRA y fracaso respiratorio. Ocurre de forma similar en
la respuesta inmune generada en las infecciones bacterianas, cuando se produce fracaso
renal, disfuncidn vascular o coagulopatia. Paraddjicamente, esta excesiva respuesta
inflamatoria conduce posteriormente a un agotamiento y anergia celular (alteracion de
las poblaciones linfocitarias, disminucién en la capacidad de presentacién de antigenos
y cambios en el perfil de citoquinas), con el consiguiente estado de inmunosupresion y,

por tanto, un aumento de otras infecciones secundarias®.

Esta dicotomia entre control inmune de la infeccion e inmunopatogénesis esta
representada en algunas infecciones por HCoVs. La patogenia de la infeccidon por SARS-
CoV ha sido estudiada mediante la inoculacién de cepas adaptadas en ratones. En las
formas mas severas de la infeccién se documentd una intensa respuesta inmune innata
atribuida a wuna hiperactivacion de macréfagos y monocitos y produccion
suprafisioldgica de IL y CCL/CXCL, ademas de una disminucion en los LTCD8* efectores.
Esta pérdida de LTCD8* se relaciond con la gravedad de la infeccidn. Asi, el trasplante de
LTCD8* sobre modelos animales infectados acelerd el aclaramiento de la carga viral y
mejord la situacion clinica®. Estudios en humanos también correlacionaron el dafio
tisular pulmonar con elevados niveles de IL y CC/CXCL mas alld del séptimo dia de
evolucion de la enfermedad. También se observd la capacidad de SARS-CoV de
antagonizar sefiales de activacion medidas por IFN-I o inhibir los receptores de PAMPs,
desarrollando una habilidad conocida como “inmunoevasién viral”. Este retraso en la
generacion de una sefial antiviral innata adecuada mediada por IFN-I producia una
desregulada respuesta de IL, quimioquinas y células inflamatorias como monocitos y
macrofagos que se acumulaban el pulmén, lo que podia ser causa de la

imunopatogénesis®’.
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1.6.4 Relacion entre la susceptibilidad al SARS-CoV-2 vy la regulacién de la

respuesta inmune

Desde un punto de vista clinico, la infeccion por SARS-CoV-2 presenta una naturaleza
dual: desde infecciones letales en algunos pacientes hasta sorprendentemente benignas
en otros. La explicacidon a estas profundas diferencias, incluso estratificadas por edad,
son desconocidas y probablemente, multifactoriales. La gravedad de la presentacion es
mas comprensible en el caso de la presencia de algun factor de riesgo. Por ejemplo, en
el caso de los ancianos, el pool de células T ndive se encuentra reducido, por lo que es
mas complicado desarrollar una respuesta adaptativa rdpida y eficaz que reconozca el

nuevo virus y generar anticuerpos neutralizantes?.

En aquellos pacientes que desarrollan una infeccidon grave, SARS-CoV-2 provoca una
respuesta inmune distinta y probablemente patogénica®. La autopsia pulmonar de
pacientes fallecidos por COVID-19 muestran cambios provocados por actividad
inflamatoria como dafno alveolar difuso bilateral, formacion de membranas hialinas,
infiltrado inflamatorio intersticial mononuclear y descamacién celular similar a lo
encontrado en SARS-CoV y MERS-CoV*°. También se halla dafio vascular con trombosis
pulmonar a nivel micro y macrovascular’® secundaria a oclusiones producidas por
agregados de células inflamatorias y probable actividad pro-coagulante de algunas de

las proteinas estructurales de SARS-CoV-22.

Algunas de los factores que podrian explicar esta heterogeneidad en la respuesta clinica

y justificar una activacién inmune patogénica son los siguientes:

e Variabilidad en el inéculo viral: Una carga viral (CV) alta en el tracto respiratorio
superior puede condicionar una ausencia en el control inmune inicial y una peor
evolucion de la infeccidn. La estimacidon de esta carga viral se esta realizando de
forma indirecta mediante la medicidn de los valores de umbral de ciclo o Ct (en
inglés, Cycle threshold) que se extraen de la RT-PCR nasofaringea. Cada Ct hace

referencia al nUmero de ciclos en un ensayo de RT-PCR necesario para amplificar
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el ARN viral y alcanzar un nivel detectable. De esta forma, cuanto menor es el Ct,
menor es el nimero de ciclos necesarios para detectar una mayor carga viral. En
una cohorte de 678 pacientes hospitalizados entre los meses de marzo y abril de
2020 en un hospital de Nueva York, se vio que niveles elevados de carga viral,
definidos por valores de umbral de ciclo menos de 25 se asociaban a mayor
riesgo de intubacién y mortalidad®3. En otro estudio en el que se recogieron 3497
muestras respiratorias de pacientes afectados y se estimé la CV mediante RT-
PCR, se vio que los sujetos graves también presentaban mayor CV, con una
duracidon mas prolongada y con un nivel pico mas retrasado que los pacientes

leves®®.

Susceptibilidad genética al virus: La susceptibilidad individual al virus puede
estar determinada genéticamente, como se ha visto en otras infecciones como
la gripe u otros virus respiratorios. Variantes congénitas que condicionen alguna
pérdida de funcionalidad implicada en la respuesta inmune pueden conllevar
infecciones fatales en poblacion joven. En la cohorte de GenOMICC (Genetics Of
Mortality in Critical Care)°® se ha analizado el genoma de 2244 pacientes criticos
a causa de la COVID-19, tratando de encontrar rasgos genéticos que se asocien
a una mayor gravedad de la infeccidn. En primer lugar, se encontré que una
expresion elevada del gen IFNAR2 era un factor protector contra la gravedad de
la infeccidn. Este gen codifica el receptor del IFN-I, principal responsable de la
respuesta inmediata antiviral. En segundo lugar, algunas variantes en el grupo
de genes OAS, encargados de traducirse en proteinas implicadas en la inhibiciéon
de la replicacién viral, se mostraron mas susceptibles a la enfermedad. También
se encontraron modificaciones en el gen que codifica la dipeptidil peptidasa 9, la
cual se traduce en una serin proteasa que corta a CXCL10, clave en la migracion
de las células inflamatorias y en la presentacidon del antigeno. Otra variante
encontrada fueron niveles elevados de expresién del gen TYK2, el cual codifica
una tirosin kinasa perteneciente a la familia de proteinas Janus kinasas,
responsables de la sefializacion y transduccion de IL. Esto podria explicar los altos
niveles de IL-2, IL-6 o IL-10 encontrados en pacientes con infeccidon grave. Este

hallazgo ha servido de base para plantear a los farmacos inhibidores de Janus
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kinasas como posibilidad terapéutica®®.

Deficiencias funcionales en la respuesta mediada por IFN-I: Las sefiales
mediadas por IFN-I son cruciales en generar una respuesta inmune adecuada
frente a las infecciones virales. SARS-CoV, MERS-CoV y SARS-CoV-2, a diferencia
de otros CoVs, son capaces de bloquear el IFN-1 (o0 y B) a través de complejos
mecanismos’>’. Pacientes con alteraciones congénitas de los TLRs desarrollan
una respuesta deficiente mediada por IFN-I presentando una enfermedad mas
grave y con mayor mortalidad en pacientes jovenes®®. Esta reduccién en la
activacion inmunoldgica precoz mediada por IFN-I puede conducir a un
desequilibrio en la respuesta del huésped y traducirse en la incapacidad para
aclarar el virus*. También pacientes con errores congénitos en la via del IFN-l y
autoanticuerpos dirigidos contra esta citoquina predisponen a una mayor
severidad en la infeccién: Zhang et al encontraron que 23 de 659 pacientes
(3.5%) con COVID-19 grave presentaban mutaciones que les impedian producir
o responder una sefial mediada por IFN-I; Bastard et al documentaron que 135
de 987 pacientes (13.7%) con infeccion grave por SARS-CoV-2 presentan
autoanticuerpos contra IFN-I, siendo el 94% de ellos hombres®>. El grupo de
infeccidn leve o asintomatica y sélo un 0,3% de los controles sanos, poseian este
tipo de autoanticuerpos. Este bloqueo del IFN-I puede dar lugar a una
inmunoevasion viral y relacionarse con la gravedad de la infeccidn. Los estudios
clinicos disponibles muestran que esta evasién inmunoldgica en los primeros 10
dias de la infeccidn corresponde al periodo de mayor intensidad de replicacion
viral. Esta pérdida de control de la replicacidn viral permite al virus progresar al
tracto respiratorio inferior, atrayendo a dicho nivel a monocitos y macréfagos
que generan una gran cantidad de citoquinas y que resultan en dafio tisular®® y
fracaso respiratorio agudo. En una serie de 50 pacientes con infeccion por SARS-
CoV-2, los niveles de IFN-I (o y B) e ISGs fueron significativamente inferiores en
aquellos con infeccidn grave, comparados con los que sufrian una infeccion leve
o moderada. Este descenso precedia al empeoramiento clinico y deterioro
respiratorio. La CV en sangre, marcador subrogado de control de la infeccidn, se

encontraba también mas elevada en aquellos con infeccidn severa, mientras que
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los datos de RT-PCR en frotis nasofaringeo eran similares en pacientes leves,
moderados o con infeccidn grave. Estos niveles bajos de IFN-I se correlacionaron
de forma significativa con el riesgo de evolucidn a infeccién grave. La proporcion
de CDs, la mayor fuente de produccién de IFN, estaba reducida en todos los
grados de infeccién por SARS-CoV-2 en comparacién con el grupo de sanos®. Se
desconoce si este descenso en la produccion de IFN-I estd presente en el
huésped antes de la infeccidn, se produce un retraso en su activacion o se agota
después del primer pico viral. El IFN-I se ha considerado como una posible terapia
antiviral: in vitro ha demostrado la inhibicién de la replicacién de SARS-CoV,
SARS-CoV-2 y MERS-CoV, asi como en algunos modelos animales cuando se
administra de forma precoz®. Actualmente su uso se estd evaluando dentro de
ensayos clinicos en la infeccion por SARS-CoV-2, si bien por ahora no se ha
observado un efecto clinicamente beneficioso.

De esta forma, si esta respuesta inmune innata se retrasa o es demasiado
prolongada debido a la evasién viral, la generacidn de la respuesta adaptativa
dependiente de LTCD4*, LTCD8" y células B puede fallar. A su vez, la ausencia de
un control adaptativo eficaz puede provocar una respuesta inmune inespecifica

masiva, creando un circuito de retroalimentacion inflamatoria® (Figura 2).
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Figura 2*'2. Modelos de infeccion por SARS-CoV-2 en funcién de la respuesta mediada por IFN-I. A) Una respuesta fuerte y
precoz permite un control adecuado de la CV, resultando en enfermedad leve y niveles normales de LT y B. B) Si la respuesta
generada por IFN-I estd reducida o se retrasa, la CV no se controla y es posible una desregulada activacién inmune. C) En
individuos basalmente deficientes en IFN-I, la replicacion de SARS-CoV-2 estd descontrolada y se hiperactiva una respuesta
inmune patogénica, insuficiente para evitar la progresion a COVID-19 critico. D) La profilaxis post-exposicion de IFN-I puede
recudir la CV'y evitar la progresion de la enfermedad.

28



Papel protector de la inmunidad cruzada frente a otros HCoVs: Se ha pensado
gue podia existir inmunidad cruzada contra SARS-CoV-2 en aquellos pacientes
con infecciones por otros HCoVs, al encontrar LTCD4"* especificos para SARS-CoV-
2 en un 30-40% pacientes estudiados no expuestos a esta infeccion®. No
obstante, esta teoria ha sido puesta en duda por estudios posteriores. Por
ejemplo, Anderson et al estudiaron muestras de sangre procedentes de 456
participantes y recogidas antes de la pandemia por COVID-19. Todas ellas
presentaban anticuerpos frente al coronavirus estacional OC43 y un 23% de las
muestras poseia anticuerpos que podian reconocer a SARS-CoV-2, los cuales
probablemente se desarrollaron como respuesta a la infeccién por OC43. En un
seguimiento posterior, se vio que estos pacientes desarrollaron igualmente

infeccién por SARS-CoV-2, requiriendo hospitalizaciéon®®.

Apoptosis de linfocitos T inducida por la infeccion: En varios estudios la
linfopenia se ha correlacionado con la severidad de la infeccién'®®’. Hadjadj et
al analizaron 50 pacientes con infeccion por SARS-CoV-2 y 18 controles sanos. Al
ingreso, la severidad de COVID-19 fue categorizada en leve-moderada, grave y
critica. En correspondencia a lo publicado previamente, observaron una
disminucién en las poblaciones linfocitarias tipo T, en especial de LTCD8* y
células NK, siendo este descenso mds marcado en pacientes graves y criticos.
Cuando evaluaron la funcionalidad de estas células mediante el uso de
marcadores de activacion (CD25, CD38* y HLA-DR*) y agotamiento (PD1, TIM3),
se vio que PD1 y TIM3 estaban moderadamente aumentados en pacientes
graves y criticos. También se encontraban sobre expresados los genes
relacionados con el agotamiento y la apoptosis celular, asi como los niveles de
fosfatidilserina en la parte externa de la membrana celular (marcador de muerte
celular). Todo esto soportaria la teoria de una apoptosis-linfocitaria T inducida

por la infeccion®?.

Variabilidad en los grados de activacién, proliferacién y agotamiento de la
respuesta adaptativa celular: En el estudio publicado por Mathew et al

analizaron las poblaciones linfocitarias By T en 125 pacientes hospitalizados por
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COVID-19 mediante citometria de alta dimensidn, y los compararon con aquellos
gue habian resuelto la infecciéon y controles sanos. Encontraron una gran
heterogeneidad en el tipo de respuesta celular inmunitaria, pudiendo agrupar
los resultados obtenidos en tres patrones de inmunotipos relacionados con
distinta gravedad: el inmunotipo 1 se asocid con enfermedad critica y mostré
una activacién y proliferaciéon robustas de LTCD4*, una hiperactivacion vy
agotamiento precoz de LTCD8+ y una estimulacion de LTCD8* CD45RAY,
caracterizados por escasa capacidad de proliferacién y diferenciacién pero
potente actividad citotdxica y productora de citoquinas. El inmunotipo 2 se
caracterizd por una menor activaciéon de LTCD4* y una mayor proliferacion de
células B de memoria, en relacién con una menor gravedad de la infeccién. El
inmunotipo 3, presente en pacientes con enfermedad leve, apenas mostraba
activacion de LT y linfocitos B. Los autores concluyen que la activacidn intensa
de LTCD4* y LTCD8*, un fenotipo exhausto y una elevada producciéon de

citoquinas pueden ser responsables de la patogénesis en las formas graves®®.

Variabilidad en la produccion de citoquinas: Se ha propuesto que esta excesiva
produccién de citoquinas podia ser responsable del deterioro respiratorio de
estos pacientes®® 70, La respuesta inmune normal debe ser proporcional a la
carga patogénica, y volver de forma natural a una homeostasis basal, mientras
gue una respuesta aberrante puede derivar en un estado fisiolégico perjudicial.
Niveles elevados de IL6 se han asociado a progresion a ventilacion mecanica y
aclaramiento mds lento de la CV’Y72. En un estudio de 1484 pacientes con COVID-
19, se encontrd que los niveles elevados de IL6, IL8 y TNF al momento de la
hospitalizacion eran predictores fuertes e independientes de mortalidad’®. En
otros multiples estudios se han confirmado estos resultados, demostrado niveles
incrementados de IL y quimioquinas como CXCL10, IL-6, IL-10 e IL-18 en las
formas mas criticas de la enfermedad*®74. Esta generacién de citoquinas produce
una atraccion pulmonar de monocitos y macréfagos, que son los que pueden
generar el dano tisular y precipitar un SDRA. En abril de 2020 esta respuesta
inflamatoria se calificd “tormenta de citoquinas”, un término previamente

utilizado para describir el sindrome de liberacidn de citoquinas presente en
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algunos tratamientos de inmunoterapia y en sepsis, consistente en una cascada
inflamatoria “suprafisiolégica” que genera una produccién descontrolada de IL6,
IL10 y TNF-a, los cuales perpetdan un estimulo antigénico y prolongan el estado
inflamatorio (58). Esta anormal cantidad de citoquinas provoca disfunciéon
endotelial por aumento de la permeabilidad vascular y, entre otros, dafio
pulmonar. Por estos motivos, bloquear la via de la IL6 se convirtid de forma
compasiva durante la primera ola de la pandemia en una atractiva posibilidad
terapéutica’>. En uno de los ensayos RECOVERY, 2104 pacientes fueron
aleatorizados a recibir dexametasona y 4321 fueron asignados a tratamiento
estandar. El uso de dexametasona durante 10 dias resultdé en una menor
mortalidad a los 28 dias que el tratamiento estdndar en pacientes que requerian
oxigeno o ventilacion mecanica. Sin embargo, no hubo evidencia de beneficio
entre aquellos pacientes que no requerian soporte respiratorio. Estos resultados
apoyarian la idea de que una hiperestimulaciéon inmune puede ser la base de las
formas graves de COVID-19 y de que la terapia inmunomoduladora puede
reportar beneficios Unicamente en los pacientes de mayor gravedad’®. Mas
tarde, el término “tormenta de citoquinas” fue criticado en alusién a que los
niveles presentes de citoquinas en la COVID-19 son significativamente inferiores
a los que existe en otras condiciones como por ejemplo una sepsis bacteriana o

una parada cardiorrespiratoria’’’’8.

El modelo de respuesta inmune que estd emergiendo es complejo y probablemente
relina varias alteraciones causantes de un desequilibrio en la respuesta innata, con un
menor control de la replicaciéon viral inicial y una ineficaz y descoordinada respuesta

adaptativa.

La variedad en la presentacién clinica de COVID-19 sugiere una distinta dindmica de
respuesta inmune entre pacientes leves y graves. En un analisis longitudinal se
comprobd que esta elevacidon de citoquinas se corregia alrededor del décimo dia tras el
inicio de los sintomas en pacientes moderados, mientras que se mantenian elevadas en
pacientes graves, encontrando varios inmunofenotipos de respuesta inflamatoria en

funcidon de la severidad de la infeccidon. En aquellos pacientes con infeccién moderada y
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baja mortalidad se encontraron niveles bajos de marcadores inflamatorios y un
enriguecimiento de aquellos encargados de la reparacién tisular. El grupo de pacientes
con infecciones graves y elevada mortalidad mostré una alta expresidon de citoquinas
como IFNA, IL6, IL23 e IL33, y marcadores ligados a dafio coagulopatico, asi como un
descenso mds lento en el aclaramiento viral’®. Estos resultados sugieren que la
evolucion de COVID-19 m3s allad de los siete dias tras el inicio de sintomas puede estar
conducida por una respuesta inmunoldgica inherente al hospedador, y, por tanto,

variable; concepto denominado firma inmunoldgica’.

1.6.5 Duraciéon de la inmunidad frente al SARS-CoV-2

La eficacia y durabilidad de la respuesta inmune adaptativa que genera SARS-CoV-2
también se encuentra bajo un intenso analisis. El 90% de los pacientes infectados
seroconvierten entre los 7-14 dias de presentar la infeccidn® y generan respuesta
celular tipo T especifica. Los anticuerpos producidos son de tipo IgG, IgA e IgM: el 90%
estan dirigidos contra la proteina Spike y el resto contra la proteina N y otras accesorias.
Aguellos pacientes que generan LTCD4* y LTCD8* especificos presentan mejor
evolucidon’” y en la mayoria de ellos, tanto la respuesta inmunitaria humoral como
celular especificas se mantiene hasta por lo menos 6 meses mas tarde®!. Titulos elevados
de anticuerpos neutralizantes se han correlacionado con una mayor gravedad de la
infeccion, probablemente por una respuesta celular B mds intensa frente a una mayor
carga antigénica**®, mientras que los titulos de IgG son mas bajos en pacientes
asintomaticos o paucisintomaticos®. No obstante, es necesario sefialar que en el ensayo
clinico RECOVERY se observd que la mortalidad entre los pacientes hospitalizados con
COVID-19 era significativamente mayor entre aquellos que en el momento de la
aleatorizacion no presentaban IgG frente a la proteina S. Este efecto se observd también
entre los pacientes que no recibieron el farmaco en investigacion, lo que sugiere un

papel protector de la inmunidad humoral en la evolucidn de la infeccion®*.

Es posible que, al igual que ocurre con otros HCoVs, la generacidon de inmunidad de
memoria se reduzca con el tiempo, aunque no esta claro el impacto de esta reduccion

en la gravedad de las posibles reinfecciones. Especialmente dado que la mayoria de los
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estudios ha analizado la presencia de anticuerpos en suero sin estudiar la presencia de
linfocitos B y T de memoria, los cuales podrian jugar un papel clave en prevenir el
desarrollo de reinfecciones graves. Las infecciones producidas por HCoV-229E o HCoV-
0C43 generan anticuerpos cuyos titulos comienzan a descender a partir del afio. Aldn
cuando el sujeto presente anticuerpos neutralizantes en sangre, las reinfecciones vy la
diseminacion del virus son posibles, aunque puede existir una correlacién inversa entre
los titulos de anticuerpos preexistentes y la probabilidad de desarrollar una infecciéon
sintomatica. En la infeccidn por SARS-CoV, sélo el 55% de los pacientes presenta niveles
de IgG detectables a partir de los 3 afios, sin hallar células B especificas de memoria en
sangre periférica. No obstante, en el 70-100% de los pacientes se encontraron a los 6
aflos LTCD4* y LTCD8* especificos de memoria, incluso en aquellos en los que no se
identificaban células B, lo que reportaria una mayor longevidad en la respuesta
adaptativa dependiente de células T. En lo que se refiere a MERS-CoV, en aquellos
pacientes que se recuperaron de una forma grave de la enfermedad se encontraron
anticuerpos detectables a los 2 afios de la infeccidon, mientras que aquellas formas leves

o subclinicas perdian los titulos siendo casi indetectables en el mismo periodo®’.

En cuanto a SARS-CoV-2, se han documentado reinfecciones en pacientes que ya habian
desarrollado anticuerpos, si bien la incidencia de estas reinfecciones es muy baja.
Aunque no se realizd cultivo viral, las cepas responsables de ambos episodios se
secuenciaron genéticamente y se encontrd que pertenecian a diferentes linajes. No se
ha visto una tendencia definida de gravedad en el segundo episodio (desde
asintomdticos hasta requerir hospitalizaciéon y ventilacién invasiva)®®, aunque la
gravedad de la reinfeccidon podria estar influenciada por factores como la edad, la
intensidad de la infeccidn inicial o la exposicidon a una nueva variante del virus. En una
cohorte de 9119 pacientes se documentaron 63 reinfecciones (0.7%) durante un
periodo de seguimiento de 12 meses, estando relacionadas con factores como el
tabaquismo o la patologia respiratoria crdnica. Aunque la frecuencia de neumonia fue

menor en las reinfecciones, se recogieron 2 fallecimientos (3.2%)8°.

Existen por tanto todavia muchas dreas de desconocimiento para comprender

adecuadamente la regulacién de la respuesta inmunitaria del huésped ante la infeccidon
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por SARS-CoV-2, en especial aquellas que pudieran tener utilidad para monitorizar la
evoluciodn clinica y predecir la gravedad de la infeccidon. Un mayor entendimiento de esta
respuesta también permitiria desarrollar nuevos tratamientos mas precisos en el

aclaramiento de la respuesta viral y la prevencién de la inmunopatogénesis.
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2. ANTECEDENTES

La infeccion por SARS-CoV-2 se ha convertido en la primera gran pandemia del siglo XXI
y ha puesto a prueba la capacidad de respuesta del mundo en multiples sentidos: la
velocidad en el desarrollo de pruebas diagndsticas, la implementacidon de medidas de
control de la infeccidn, la seleccién y desarrollo de pautas terapéuticas adecuadas vy, por
ultimo, la creacion de vacunas seguras y eficaces. A nivel social, la concienciacién del
riesgo individual y de la posibilidad de transmisién de la infeccién ha supuesto un reto
para profesionales, medios y autoridades sanitarias. Para su control, ha sido necesario
someter a la poblacion a un drastico cambio en el modo de vida, con modificaciones del
comportamiento y restricciones de muchas actividades socio-econémico-familiares que

antes considerabamos usuales.

No es la primera vez que el ser humano se enfrenta a una crisis de tal magnitud. Otras
pandemias como la peste negra en 1347 o la gripe espainola en 1918 alcanzaron una
mortalidad de hasta un 40% entre la poblacidn europea. Afortunadamente y, a
diferencia de las anteriores, la pandemia por SARS-CoV-2 se ha caracterizado por una
metedrica carrera cientifica en la generacién de informacién y conocimiento de la

infeccion.

Comprender la respuesta inmune en la COVID-19 estd suponiendo un reto para la
poblacién cientifica. Especialmente, entender mejor la dicotomia entre las vias
moleculares que regulan la respuesta inmunoldgica responsable de la eliminacion de la
infeccion o de la patogénesis de la enfermedad. Este punto, que todavia resulta un
enigma en patologias infecciosas similares como la sepsis, resulta clave para poder
desarrollar tratamientos eficaces y seguros de la COVID-19 grave o incluso para evitar la
progresion de las formas mas leves a neumonia bilateral, asi como para reducir los
efectos a largo plazo de la enfermedad. La variedad que presenta en la gravedad y en la
presentacion clinica y evolutiva hace pensar en un patrén de respuesta distinto entre

infecciones leves-moderadas y graves. La identificacion de patrones que se
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correlacionen con la gravedad de la infeccidn nos podria ayudar a predecir qué pacientes

y en gué momento tienen mayor riesgo de mala evolucién y muerte.

Tal y como se ha indicado en la introduccién, pese a los grandes avances en los dos
ultimos afios desde que se declaré la pandemia, todavia se desconocen los mecanismos
inmunolégicos responsables de las formas mas graves de la enfermedad y, por tanto, no
existe ningun tratamiento inmunomodulador que haya demostrado una eficacia
asegurada para el tratamiento de los pacientes con COVID-19 que requieren
hospitalizacion. La comprensién de estos mecanismos puede derivar en la seleccién de
nuevas dianas terapéuticas que permitan el desarrollo de otras estrategias de

tratamiento.

En este trabajo hemos estudiado mdultiples parametros de la respuesta inmune
mediante el analisis de sangre periférica en pacientes valorados en urgencias por COVID-
19, comparados con donantes sanos (HDs del inglés, health donors) y otros pacientes
atendidos por infecciones respiratorias no COVID-19 (no-COV-ITR) y otras patologias
(ID). Especificamente se han estudiado las principales células responsables de la
inmunidad viral (monocitos, LTCD8* y NK) y diferentes familias de factores solubles
inflamatorios que regulan su actividad (IL, guimioquinas, granzimasy ligandos de células

NK).
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3. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

3.1 Hipdtesis principal

La respuesta inmune en pacientes con COVID-19 leve difiere de aquellos con infeccién
mas grave y, por tanto, se podrian diferenciar en funcién del tipo y/o niveles de

marcadores inflamatorios solubles y de la respuesta inmune celular.

3.2 Hipdtesis secundarias

Las hipdtesis secundarias que se derivan son:

e En la COVID-19 se produce un tipo de respuesta inmunoldgica distinta a la
encontrada en otras infecciones respiratorias no provocadas por SARS-CoV-2
pero con un patrdon clinico similar y a la de otras patologias sin etiologia
respiratoria.

e la identificaciéon de patrones inflamatorios puede ayudar a predecir qué
pacientes tienen mayor riesgo de fracaso respiratorio y de muerte.

e lLa gzmA extracelular puede ser responsable de la situacion de hiperinflamacién

encontrada en los pacientes mas graves de la infeccion.

3.3 Objetivo general

El objetivo principal es la caracterizacion del perfil inmunoldgico de los pacientes con
COVID-19 al momento de la hospitalizacion para mejorar la comprensién de la
regulacién de la respuesta inmunitaria del huésped y tratar de encontrar patrones
inmunoldgicos utiles para diferenciar COVID-19 de otras infecciones y predecir la

gravedad y el riesgo de muerte en la infeccién por SARS-CoV-2.
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3.4 Objetivos especificos

1. Determinar el perfil de poblaciones celulares implicadas en la respuesta inmune
innata (monocitos, células NK) y adaptativa, en especial la mediada por LTCDS8?,
en funcion de marcadores de activacion y agotamiento en pacientes COVID-19,
otras infecciones y patologias y controles sanos.

2. Cuantificar quimioquinas e IL séricas en pacientes COVID-19, otras infecciones y
patologias y controles sanos y correlacionar sus niveles.

3. Cuantificar los niveles séricos de ligandos solubles de receptores de activacién
de células NK.

4. Determinar la concentracion y actividad de granzimas en pacientes con COVID-
19, en comparacion con otras infecciones y patologias y controles sanos.

5. Analizar la respuesta inmune celular en funcidén de la gravedad de pacientes con
infeccion por SARS-CoV-2.

6. Analizar la correlacién de los niveles de IL y quimioquinas séricas con la gravedad
y riesgo de mortalidad de COVID-19.

7. Correlacionar los niveles y la actividad de las granzimas con la gravedad y riesgo
de mortalidad en COVID-19.

8. Determinar la capacidad de los niveles de granzimas, poblaciones celulares y
moléculas inflamatorias para diagnéstico de infeccion por SARS-CoV-2,
estratificar gravedad al ingreso y mortalidad a los 30 dias.

9. Describir los valores de marcadores séricos inflamatorios (ferritina,
procalcitonina, proteina C reactiva) y de coagulacidon (Dimero D, Tiempo de
tromboplastina parcial activado) y analizar su correlacién con la gravedad de la

infeccion por SARS-CoV-2 y la mortalidad.
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4. MATERIALES Y METODOS

4.1 Poblacién y ambito de realizacién del estudio

Se trata de un estudio observacional, descriptivo y analitico multiparamétrico para
evaluar la respuesta inmune provocada por la infeccidon por SARS-CoV-2, en lo referente
a respuesta celular y marcadores inflamatorios, y compararla con la producida por otras
infecciones respiratorias no causadas por SARS-CoV-2 (no-COV-ITR), otras patologias de

causa no respiratoria (ID) y la observada en donantes sanos (HDs).

Criterios de seleccidn de pacientes:

- Criterios de inclusidn: pacientes de dieciocho o mas afios de edad, valorados en

el servicio de urgencias del Hospital Clinico Universitario Lozano Blesa (HCULB)
por sospecha clinica de infecciéon por SARS-CoV-2, confirmada o no por pruebas
microbioldgicas (RT-PCR, test rapido de deteccion de anticuerpos, serologia IgM
y/0 1gG). La sospecha clinica de COVID-19 consiste en la aparicidon de cualquiera
de los sintomas de tos, fiebre (> 37.52C), artromialgias, dificultad respiratoria,
anosmia, ageusia y/o diarrea, con o sin infiltrados pulmonares sugestivos de
neumonia en la radiografia de térax.

- Criterios de exclusion:

o Ausencia de muestras de sangre total en el momento de la valoracién en
urgencias.

o Neoplasia hematoldgica basal (leucemia).

Tamafno muestral

Al tratarse de un estudio realizado durante un periodo limitado de tiempo (abril y mayo
de 2020) y en unas condiciones socio-sanitarias extremas provocadas por el
confinamiento y la sobrecarga hospitalaria, se incluyeron todos los pacientes que

cumplian los criterios previamente citados durante dicho periodo.
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Ambito de realizacion del estudio.

El estudio se disefié en el seno del “Grupo de Inmunoterapia, Inflamacién y Cancer” y
de “Investigacién Clinica en Enfermedades Infecciosas” del Instituto de Investigacion
Biomédica Aragdén (lIS Aragdn), liderado por Julidn Pardo y José Ramdn Pafio
respectivamente, a través de la recogida de muestras de pacientes valorados por
sospecha de infeccidn por SARS-CoV-2 en el Servicio de Urgencias del HCULB durante

los meses de abril y mayo de 2020.

4.2 Disefio del estudio

Se trata de un estudio transversal en un Unico corte de tiempo (al dia cero o dia en el
gue el paciente es valorado en urgencias), que relaciona los valores analiticos
inmunoldgicos con las variables clinicas y la evolucién a dia cero, dia siete y a los treinta

dias, registradas de forma prospectiva.

Seleccion de pacientes.

A todos aquellos pacientes valorados en urgencias durante el periodo del estudio por
sospecha de COVID-19 se les solicitaba un perfil analitico concreto. La inclusion en el
estudio se realizé de todos aquellos pacientes que cumplian criterios de inclusién y
tenian solicitado dicho perfil analitico, con la siguiente recogida y estudio de las

muestras de sangre.

Se seleccionaron de forma consecutiva 150 pacientes con sospecha de COVID-19 que
requirieron atencidn en urgencias y posible ingreso hospitalario en el HCULB. Se
distribuyeron entre los grupos: infeccién por SARS-CoV-2 confirmada (COVID-19), no-
COV-ITR o ID. La infecciéon por SARS-CoV-2 fue confirmada por RT-PCR en frotis
nasofaringeo, test rapido de deteccion de anticuerpos en sangre o elevacién de IgM y/o
IgG especificos. El grupo de pacientes denominado no-COV-ITR presentaba un cuadro
gue desde el punto de vista clinico, analitico y radioldgico hizo al clinico responsable

sospechar infeccién por SARS-CoV-2, pero fue descartada por pruebas microbiolégicas
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(RT-PCR en frotis nasofaringeo, test rapido de anticuerpos en sangre e IgM y/o IgG en

sangre negativos). Aquellos pacientes con ID requirieron atencidn en urgencias o ingreso

hospitalario por un motivo distinto al COVID-19. Se escogieron 48 controles sanos

adultos que no presentaran sintomas compatibles con COVID-19 y en los cuales se

descarté esta infeccion mediante un estudio de IgM e IgG en suero.

Recogida de datos

Los datos clinicos se obtuvieron a través de la Intranet del HCULB y de la Historia Clinica

Electrénica, accesible desde el Servicio de Enfermedades Infecciosas uUnicamente

mediante contrasefia y recogidos por los investigadores de forma anonimizada en un

cuaderno de datos online, protegido y estandarizado.

Las variables clinicas recogidas fueron:

Motivo del ingreso: COVID-19, no-COV-ITR o ID.

Edad.

Sexo.

Fecha de inicio de los sintomas (FIS).

Fecha de ingreso.

Fecha de extraccion de la muestra.

Fecha de alta/éxitus.

Gravedad respiratoria: se clasificd seglin una escala respiratoria (Anexo 1) en
leve, moderado o grave, con 1, 2-3 y 4-8 puntos respectivamente.

Prondstico a los treinta dias: hospitalizado, dado de alta o muerte.

Las variables analiticas realizadas en los estudios inmunoldgicos son las siguientes (se

muestran recogidas en la tabla 2, distribuidas en Grupo 1 [marcadores solubles]y Grupo

2 [poblaciones celulares] utilizados para el andlisis estadistico):
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Marcadores solubles (Grupo 1)

Poblaciones celulares (Grupo 2)

e Fibronectina
e a2 -macroglobulina
e Antitrombina

e MICA
e MICB
e ULBP1
e ULBP2/5/6
e ULBP3
o JL12

e |L25

o L2

e |L15

o |Lla

o IL6

e |L1B

e |L18

e |L1IRA
e |L36B
e L33

o |31

o L7

e |L10

e (CXCL8
e (CXCL10
e (CCL2
e (CXCL2
e (CXCL9
e (CL8
o |FN-A2
e |FN-A3
e |FNa
e IFNS
e |FNy
e TNFa
e TRAIL

e Concentracion de Gzm A
e Actividad de Gzm A (pM/min)
e Concentracién de Gzm B
e Actividad de Gzm B (pM/min)

e Linfocitos T (LTCD3")

e LT cooperadores (LTCD3*CD4")

e LT citotdxicos (LTCD3*CD8)

e LT reguladores (LTCD3* CD4*CD127
CD25%)

e (Células NK (LTCD3CD56%)

e  Células NKP5Pm (CD3" CD56* CD16")

e Células NKPseP'™m NKG2C*

e Células NKP5€Pm NKG2A*

e  (Células NKP>Pm NKp30*

e  (Células NKP>Pm NKp46*

e Células NKP5¢P'™ NKG2D*

e  (Células NKP®Pm adaptativas o de
memoria (NKG2A" CD57*NKG2CY)

e  Células NKP>%8rieht (CD3- CD56* CD16)

e  Células NKD=6Brie"t NKG2C*

e Células NKP=6Bre"t NKG2A"

e Células NKCDeBrieht NKp30*

e  Células NKCDeBrieht NKp46*

e Células NKP°Brent NKG2D*

e (Células NKD>eBrieht adaptativas o de

memoria (NKG2A" CD57*NKG2CY)

e  Células NKP6dm Gzm BYigh (activadas):

o NKCDSGDim GZM BHigh /TIM3+
o NKCDSGDim GZM BHigh/LAG3+
o NKCDSGDim GZM BHigh/PD1+

Tabla 2. Poblaciones celulares, IL y CCL/CXCL analizadas. Distribucidn de las variables por grupos (1y 2)

utilizados para los andlisis univariante y multivariante.
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Poblaciones celulares (Grupo 2)

Poblaciones celulares (Grupo 2)

e Células NKP°¢4m Gzm B'*¥ (exhaustas)

o NKCP®dm Gzm B'oW /TIM3+
NK €Ps6dim Gzm B'oW/LAG3+
o NK*™Gzm B*"/PD1+

e Células NKP>68rieht Gzm BHieh (activadas)
e  Células NKP>eBright Gzmy BloW exhaustas:

o NKCDSGBI’ight Gzm BIOW/TIM3+
o NKCDSGBright Gzm Blow/LAG3+
o NKCDSGBI’ight Gzm BIOW/PD1+

e (Células NKT (CD3* CD56%)
e Monocitos

e cMon (CD14**CD16)

e iMon (CD14++CD16%)

e ncMon (CD14*CD16%)

e cMon:
TIM3*
LAG3*
pPD1*
e iMon:
o TIM3*
o LAG3*
o PD1*
e ncMon:
o TIM3*
o LAG3*
o PD1*

Linfocitos T CD8" Activados (CD38* HLA-
DRY)

o CD38'HLA-DR* TIM3*

o CD38'HLA-DR* LAG3*

o (CD38'HLA-DR* PD1*
Linfocitos T CD8" exhaustos:

o Gzm B"%/TIM3*
o Gzm B"°“/LAG3*
o Gzm B"°“/PD1*

Grupos 1y 2

Edad
Sexo

Recuento linfocitario (LTCD3)

Tabla 2 (cont.) Poblaciones celulares, IL y CCL/CXCL analizadas. Distribucidn de las variables por
grupos (1y 2) utilizados para los andlisis univariante y multivariante.
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Poblaciones celulares: niveles de LTCD4*, LTCD8*, células T asesinas naturales
(NKT), células Natural Killer (NK), monocitos.

Subpoblaciones de células NK: NK6Pm (citotdxicas), NKCP>6Bright
(inmunorreguladoras), NK adaptativas

Concentracion de las poblaciones celulares en funcién de marcadores de
activacion y agotamiento (TIM3, LAG3, PD1).

Subpoblaciones de monocitos: cldsicos e intermedios, monocitos no clasicos.
Mediadores solubles reguladores de procesos inflamatorios: CCL/CXCL, IL,

Granzimas extracelulares, ligandos solubles.

También se seleccionaron las siguientes variables analiticas obtenidas de controles

rutinarios evolutivos de los pacientes:

Ferritina

Procalcitonina (PCT)

Proteina C Reactiva (PCR)

Ratio internacional normalizado (INR, del inglés International Normalized Ratio)
Tiempo de tromboplastina parcial activada (APTT, del inglés Activated Partial
Thromboplastin Time)

Dimero D (DD)

4.3 Recogida de las muestras

Las muestras de sangre periférica fueron obtenidas de los participantes durante las

primeras 24 horas tras valoracién en urgencias y antes del inicio de cualquier

tratamiento. Estas muestras fueron proporcionadas y custodiadas por el Biobanco del

Sistema Aragonés de Salud, integrado en la Red Nacional de Biobancos. Fueron

procesadas siguiendo los procedimientos operativos estandar y de acuerdo con la

aprobacién del Comité de Etica de Investigacion de Aragén (CEIC Aragén, nimero

P120/165).
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4.4 Procesamiento de las muestras

La sangre periférica fue recogida en tubos de heparina sddica y centrifugada durante al
menos 10 minutos a 2600 revoluciones por minuto (rpm) a temperatura ambiente, para
separar la fraccion celular del plasma. El plasma fue extraido del pellet celular y

almacenado a -802C para su uso posterior.

El pellet celular fue diluido a proporcién 1:1 en un medio celular para cultivo de células
humanas (RPMI medio 1640) y afiadido cuidadosamente al medio Histopaque® — 1077
(Sigma) para el aislamiento de linfocitos y otras células mononucleares de sangre
periférica (PBMC, del inglés Peripheral Blood Mononuclear Cell) mediante centrifugacion
a 2500 rpm durante 10 minutos. Se selecciond la capa de PBMC, se lavaron con RPMI
1640 y se dividieron en alicuotas para su tincidn y andlisis mediante citometria de flujo.
Todos los andlisis de citometria de flujo se llevaron a cabo usando PBMC frescos. Una
alicuota de PBMC aislado fue guardado en ARNIater a -802C para la extraccién posterior

de mARN para los estudios de secuenciacion gendmica de ARN (ARNseg).

Para minimizar la variabilidad inter-experimental entre pacientes, todas las muestras de
PBMC fueron adquiridas, procesadas y analizadas en fresco durante cuatro semanas
consecutivas desde abril a junio de 2020. Las muestras de suero y plasma fueron

congeladas a -802C y posteriormente analizadas el mismo dia.

4.4.1. Tincién, paneles de anticuerpos y citometria de flujo

Para la tincién de la superficie celular, PMBCs fueron suspendidas en 50 uL de solucidn
salina tamponada con fosfato (PBS, del inglés Phosphate buffered Saline) con 5% de
Suero fetal bovino (FCS, del inglés Fetal Calf Serum) y tenidas con los diferentes paneles
de anticuerpos durante 20 minutos a 42C en oscuridad. Se lavé en un segundo tiempo
con PBS + 5% FCS y después fue mezclada durante 30 minutos a 42C en oscuridad usando

paraformaldehido al 2%.
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Las células que requerian tincién intracelular fueron permeabilizadas durante 30
minutos a 42C en oscuridad usando un kit tampdn de factor de transcripcion FoxP3
(Miltenyi®). Posteriormente, las células fueron lavadas en dos ocasiones con tampdn de
permeabilizacion y suspendidas en 50 uL de dicho tampdn con tincidn y fijacidn
posterior con anticuerpos intracelulares durante 30 minutos a 42C en oscuridad. Todas
las muestras fueron procesadas con Gallios (Beckman Coulter) Flow Cytometer ©. La lista
de anticuerpos utilizados para el fenotipado de células inmunes fue: Miltenyi Biotec,
CD14-VioBlue (130-110-524), CD16-FITC (130-113-392), CD25-APC (130-113-280), CD3-
VioGreen (130-113-134), CD38-FITC (130-113-426), Treg detection kit CD4/CD25/CD127
(130-096-082), CD56-PerCP Vio700 (130-100-681), CD57-APC-Vio770 (130-111-813),
CD8-PerCP Vio700 (130-110-682), FoxP3 Staining Buffer Set(130-093-142), GzmB-PE
(130-116-486), HLADR-APC-VIO770 (130-111-792), LAG3-APC (130-105-453), NKG2A-
PE-VIO615 (130-120-035), NKG2C-PE (130-103-635), NKP46-APC (130-092-609), TIM3-
PE vio770 (130-121-334); Biolegend,NKp30-PE/Cy7 (325214), PD1-Alexa Fluor700
(329952), CD45-Brilliant Violet 421 (304032); BD,NKG2D-BV421 (743558).

La tincion por citometria de flujo se separd en cuatro paneles diferentes. La estrategia
de bloqueo utilizada fue determinar la poblacién celular homogénea eliminando la
inestabilidad de flujo mediante geometria de tiempo y pulso, asi como las técnicas de
dispersion delantera y lateral para eliminar los desechos celulares. Los diferentes
paneles utilizados fueron los siguientes: Panel 1 (Células Treg): CD3, CD4, CD127, CD25;
Panel 2 (Receptores de Células NK de activacion/inhibicién): CD3, CD56, CD16, CD57,
NKG2A, NKG2C, NKG2D, NKp30, NKp46; Panel 3 (Monocitos y células NK
activadas/exhaustas): CD3, CD56, CD16, CD14, GzmB, TIM3, LAG3, PD1, HLA-DR; Panel
4 (LTCDS8* activados/exhaustos):CD3, CD8, GzmB, TIM3, LAG3, PD1, CD38, HLA-DR.

4.4.2. Andlisis multidimensional de los datos obtenidos por citometria de flujo

Los datos obtenidos por citometria de flujo fueron analizados mediante viSNE y Mapas
autoorganizados denominados FlowSOM (del inglés Self-organizing map) de Cytobank.

El mapa viSNE es una imagen bidimensional, siendo el global la representacidn del total
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de las células analizadas en los tres grupos de diagndstico. Las zonas coloreadas

corresponden a HDs, COVID-19 y no-CoV-ITR.

FlowSOM es una herramienta no supervisada que integra los resultados en patrones
celulares que se repiten caracterizados por la mayor o menor expresion de multiples
marcadores, concepto conocido como metaclister (MT). La primera parte del mapa
consiste en la seleccién de los MTs mas frecuentes en el conjunto de los tres grupos de
diagnéstico. En la segunda parte de la imagen se aprecia la diferente presencia de cada

MT en los distintos grupos comparados.

Los MTs obtenidos se representan también en forma de Arboles de Expansién Minimo
(MST, del inglés Minimun Spanning Tree), grafico enraizado con un nodo y aristas cuya
unidad de representacion es el clister. A mayor tamano de los clisteres, mayor es la

expresion de ese MT en cada grupo de diagndstico.

4.4 3. Andlisis de proteinas plasmaticas

El plasma se descongeld en hielo y se centrifugd (3000 rpm, 1 min) para eliminar los
restos celulares. Se recogieron 100 uL en duplicado y se llevd a cabo un ensayo de
Luminex usando un panel de citoquinas humanas (R&D Systems, catalogue n2 LXSAHM).
Se incluyeron las siguientes proteinas: IFNa, IFNS, IFNy, IL28A/IFNA2, IL28B/IFNA3, IL2,
IL13,IL18/IL1F4, IL1RA, IL33, IL36f3/IL1F8, IL7, IL10, IL31, IL6, IL12/IL23 p40, IL15,
IL17E/IL25, CXCL8, CXCL10, CCL2, CCL8, CXCLY, CXCL2, MICA, MICB, ULBP-1, ULBP-2/5/6,
ULBP-3, TNFa, GzmA y GzmB. Los sobrenadantes se mezclaron con perlas recubiertas
con anticuerpos de captura y se incubaron en una placa de filtro de 96 pocillos durante
2 horas. Las perlas se lavaron e incubaron con anticuerpos de deteccién marcados con
biotina durante una hora, seguido de una incubacién final con estreptavidina. Las placas
de ensayo se midieron con Luminex 200 (Thermofisher, catalogo n2 APX10031). La

adquisicion de los datos y el analisis se realizaron usando xPONENT software.
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4.4 .4, Actividad de granzimas en suero

Las muestras de suero fueron utilizadas para evaluar la actividad de GzmA y GzmB
utilizando substratos fluorescentes basados en Transferencia de Energia por Resonancia
de Forster o FRET (FAM-VANRSAS-DABCYL y FAM-IEPDNLV-DABCYL péptidos). A estas
muestras de suero se afiadieron los buffers correspondientes (HCI). A la placa de lectura
se afiadieron 50 uL de los substratos de GzmA y GzmB. La fluorescencia de la placa fue
leida al tiempo cero, a la hora para GzmA'y a las 24 horas para GzmB. La actividad de las
Gzms fue calculada basandose en una curva de calibracién con concentraciones

conocidas de carboxifluoresceina.

4.5 Analisis clinico

El motivo de consulta hospitalaria (COVID-19, no-COV-ITR o ID) fue estudiado en funcion
de las variables clinicas y analiticas obtenidas de ese mismo dia. Posteriormente, se
analizé la gravedad de la infecciéon también a dia cero en el grupo de COVID-19
correlacionando la situacién respiratoria y las poblaciones celulares, niveles de IL y
CCL/CXCL al ingreso, clasificando clinicamente a los pacientes en leves (1 punto),
moderados (2 o 3 puntos) y graves (4-8 puntos) en funcién de la escala de situacidn
respiratoria (Anexo 1). A continuacién, en aquellos pacientes que requirieron ingreso
hospitalario se evallo la evolucién respiratoria al séptimo dia, definida por un aumento
(empeoramiento) o disminucién (mejoria) en la escala de parametros respiratorios,
tratando de analizar si existian diferencias entre ambos patrones de evolucion vy la
respuesta inmunoldgica que presentaban inicialmente. También se analizaron estas

diferencias segun el prondstico a los treinta dias (éxitus, hospitalizacion, alta).

4.6 Analisis estadistico

Las variables cualitativas se describen con frecuencias absolutas y porcentajes. Las
diferencias en su distribucion se han analizado mediante la prueba de Chi-cuadrado o el
test exacto de Fisher, segln corresponda. La comparaciéon entre proporciones de

columnas para mas de dos categorias se ha ajustado por el método de Bonferroni.
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Las variables cuantitativas se expresan con la medianay los cuartiles 1y 3 (Q1, Q3) como
medidas de centralizacion y dispersion, salvo en los casos en que especificamente se
indique la media y la desviacidn tipica. Esta mediana representa el porcentaje de células
gue expresan un determinado marcador relativas a una poblacién celular concreta. Las
diferencias encontradas entre los grupos de comparacion no se deben al efecto de las
variaciones en el nimero y porcentaje de otras poblaciones celulares, dado que los
porcentajes estan referidos a cada poblacidn celular especifica, lo cual elimina la
influencia en las variaciones de otras poblaciones. En las figuras de cajas y barras se
representa también la mediana, Q1-Q3, cifra maxima y minima. Se ha testado la
normalidad de las variables continuas mediante la prueba de Kolmogorov-Smirnov para
aplicar las pruebas paramétricas o no paramétricas oportunas en la comparacion entre
grupos (t-Student, Mann-Whitney, ANOVA de un factor y Kruskal-Wallis, segin la
normalidad de las variables y el nimero de grupos comparados) y en la correlacion entre
variables continuas (coeficientes de correlacion r de Pearson o rho de Sperman, de

acuerdo con su distribucion).

El analisis de los factores de riesgo asociados al diagndstico de la infeccidn, a la evolucién
y a la mortalidad, se ha realizado mediante regresiones logisticas univariantes vy
multivariantes: en los analisis univariantes se analizaron todas aquellas variables
clinicamente relevantes y/o que en los analisis previos mostraran una asociacién con un
valor de p <0.1. En los modelos multivariantes se incluyeron las variables clinicamente
relevantes y/o que en los anélisis de regresion logistica univariantes alcanzaran un valor
de p <0.1, seleccionando variables capaces de predecir el diagnéstico, la evolucién y la
mortalidad. Estos dos analisis se aplicaron sobre dos diferentes grupos de variables:
factores solubles (Grupo 1) y poblaciones celulares (Grupo 2), mientras que la edad, el
sexo y el recuento linfocitario se incluyeron en ambos grupos (excepto en la
comparacion realizada entre COVID-19 y HDs, ya que no se disponian de estos valores

en HDs). La distribucién de ambos grupos se ha mostrado en la tabla 2.

Los modelos de regresion logistica multivariantes finales se obtuvieron con el método

“por pasos hacia atrds” y se acompaian del porcentaje corregido de la variabilidad
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explicada por el modelo (R> Nagelkerke), bondad de ajuste (prueba de Hosmer-
Lemeshow), porcentaje correctamente clasificado y AUC resultante de la funcion de

regresion.

Se ha utilizado el paquete estadistico SPSS 24.0 (IBM Corp., Armonk, NY) y para todas
las pruebas se ha considerado el valor de significacién estadistica p o significacion

obtenida en la prueba de contraste < 0.05 (bilateral).

4.7 Aspectos éticos

El estudio se ha elaborado siguiendo las normas de Buena Préctica Clinica y cumpliendo
la legislacién y la normativa legal vigente espaiola que regula la investigacion clinica en
humanos, en base a las normas deontolégicas reconocidas por la Declaracion de

Helsinki.

Este estudio ha sido aprobado por el Comité Etico de Investigacién Clinica de Aragdn

(CEIC Aragén, nimero P120/165).

Los investigadores niegan tener cualquier conflicto de interés con la realizacidon del
estudio. El proyecto estuvo financiado por el Instituto de Salud Carlos Ill en la
convocatoria extraordinaria de Proyectos de Investigacion sobre el SARS-CoV-2 vy la

enfermedad COVID-19 de abril de 2020.

Las determinaciones analiticas formaron parte de la evaluacién y seguimientos
rutinarios del paciente, por lo que este estudio no ha supuesto pruebas exploratorias

innecesarias al paciente.

De la misma forma, la inclusidn en este estudio no condiciond ningiin cambio en la

actitud diagndstica o terapéutica.

Los datos que han sido recogidos son confidenciales, y ninguna persona ajena al equipo

investigador tuvo acceso a ellos.
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Debido a la situacidn socio - sanitaria excepcional y al analisis posterior de las muestras,
gue hizo que la mayor parte de los pacientes estuvieran dados de alta cuando se

reclutaban, no se solicité consentimiento informado para la realizacion del estudio.
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5. RESULTADOS

5.1Variables clinicas y demograficas

Se han incluido un total de 150 pacientes que cumplian los criterios de seleccién: 86 de
ellos (57.4 %) tuvieron una infeccién por SARS-CoV-2 confirmada microbiolégicamente
(COVID-19), 27 (17.4 %) mostraban clinica, analitica y radiografia compatibles con
infeccidn viral pero las pruebas microbioldgicas para SARS-CoV-2 fueron negativas (no —
COV-ITR) y en 37 de ellos (24.7 %) se descarto la infeccion y requirieron valoracion en

urgencias u hospitalizacién por otros motivos (ID). Se han analizado muestras de 48

voluntarios sanos.

En las tablas 3 y 4 se muestran las caracteristicas basales de los pacientes, la cronologia

de los sintomas, la estancia hospitalaria y su comorbilidad. En la tabla 5 se recogen los

diagnésticos al alta de los pacientes clasificados como ID.

Sexo —
Mujer; N (%) 50 (58.1%) 16 (59.3%) 15 (40.5%) 0.166
Varén; N (%) 36 (41.9%) 11 (40.7%) 22 (59.5%)
Edad; Media en afios (DT) 71.2 (17.9) 63.7 (22.6) 72(17.3) 0.392
Inicio de sintomas-ingreso; 9.09
Media en dias (DT) 6.14 (5.4) 8.04 (13.8) (12.4) 0.714
Inicio de sintomas — extraccion; 9.25
Media en dias (DT) 6.12 (5.4) 8.36 (13.6) (12.3) 0.915
Estancia hospitalaria; Media en 13.5
dias (D7) 12.4 (12.9) 6.5 (10.7) (16.5) 0.036
Mortalidad N (%) 22 (25.6) 4 (14.8) 9(24.3) 0.507

Tabla 3. Caracteristicas basales de los pacientes: caracteristicas demogrdficas bdsicas y datos clinicos
en el momento del ingreso. No-CoV-ITR: Infecciones respiratorias no causadas por SARS-CoV-2. ID:
Otras patologias que motivaron ingreso hospitalario.

No se han detectado diferencias significativas entre los diferentes grupos y el sexo, la

edad, la comorbilidad o el intervalo entre FIS e ingreso o extraccion de la muestra de
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sangre. La estancia hospitalaria es significativamente superior en los pacientes con

COVID-19, en comparacién con no-CoV-ITR.

CoVID-19 No-COV-ITR ID
N| % | N % | N |% P

Comorbilidad (cualquiera) 69 | 80.2 | 20 | 74.1% 29 | 784 0.792

Obesidad (IMC =30 21 | 244 | 5 18.5 13| 35.1 0.563

kg/m?)

Hipertension arterial | 46 | 53.5 | 14 | 51.9 17 | 45.9 0.744

Diabetes mellitus 23 | 26.7 | 4 14.8 8 | 21.6 0.424

Tabaquismo 2 2.4 2 7.4 5 | 135 0.053

Cardiopatia cronica 15 | 17.4 | 3 11.1 9 | 243 0.389

Enfermedad 9 105 | 7 25.9 4 |10.8 0.104

pulmonar crdénica

Asma 2 2.3 1 3.7 0 |0.0 0.548

Enfermedad renal 10 | 116 | 4 14.8 3 (8.1 0.699
Comorbilidad cronicd

Enfermedad 5 5.8 3 11.1 0 | 0.0 0.142

inflamatoria crénica

Enfermedad 13 | 15.1 | 8 29.6 6 | 16.2 0.219

neuroldgica crénica

Demencia 21 (244 |7 25.9 7 | 18.9 0.854

Neoplasia sdlida 1 1.2 3 11.1 6 | 16.2 0.005

activa

Neoplasia 2 2.3 0 0.0 0 | 0.0 0.470

hematoldgica activa

VIH/SIDA 0 0 0 |00 0 |0.0 0.688

Otros 6 7.0 3 11.1 4 11.1 0.915
Tratamiento inmunosupresor 6 7.0 3 11.1 4 |10.8 0.695
(cualquiera)

Quimioterapia 2 2.3 1 3.7 3 |81 0.323
Tratamiento Corticoides 3 3.5 1 3.7 3 (8.1 0.520
inmunosupresor | sistémicos

Terapias bioldgicas 3 3.5 2 7.4 0 | 0.0 0.263
Barthel<60 32 {372 |9 33.3 9 (243 0.380
Ingreso en UCI 9 105 | O 0.0 3 (8.1 0.217

Tabla 4. Comorbilidad de los grupos. No-CoV-ITR: Infecciones respiratorias no causadas por SARS-CoV-
2. ID: Otras patologias que motivaron ingreso hospitalario.




Cancer de pulmdn y otras neoplasias diseminadas 6
Agudizacion de EPOC 3
Tuberculosis pulmonar 2
Neumonitis por hipersensibilidad 1
Neumonia por Legionella 1
Hemoptisis 1
Insuficiencia Cardiaca 5
Pericarditis aguda 1
Dolor toracico 1
Colangitis 2
Cirrosis hepatica 1
Diarrea aguda 1
lleo mecanico 1
Descompensacion diabética 1
Hematuria 1
Hemorragia cerebral 1
Agitacidn psicomotriz 1
Fractura de fémur 1
Absceso gluteo 1
Poliartritis inflamatoria 1
Demencia vascular 1
Otras (Bacteriemia por Streptococcus agalactiae, Sin patologia urgente) 2

Tabla 5. Diagndsticos que motivaron ingreso o valoracion en urgencias en el grupo de infeccion
por SARS-CoV-2 descartada.

5.2 Andlisis comparativo de poblaciones celulares, interleuguinas y quimioguinas

entre COVID-19, no-COV-ITR e ID

5.2.1 COVID-19 en comparacion con HDs

A) Recuento linfocitario. En el grupo de COVID-19 se observa una disminucién en

la frecuencia de LTCD3*(58.6 Vs 74.8; p 0.001), tanto de las subpoblaciones CD4*
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(29.4 Vs 38.5) como CD8* (4.5 vs 12), reflejando la linfopenia clinica habitual. El

aumento de los LTCD4*reguladores es una excepcion (8.1 vs 5) (Figura 3A).
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Figura 3A: Frecuencias de poblaciones celulares en HDs y COVID-19.
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vs 1; p 0.019]).

Sin embargo, al analizar los ICIs por separado de LTCD8* activados (HLA-
DR*CD38") (Figura 3C), o exhaustos (GzmB'°%), se ve que en los pacientes con
COVID-19 la frecuencia de LTCD8* activados que expresa TIM3 (13.7 vs 21.6; p
0.036) o PD1 (10.8 vs 52.6) estd reducida significativamente, mientras que la
frecuencia de LTCD8* exhaustos que expresan TIM3 (0.8 vs 0.3) o LAG3 (8.2 vs

1.5) se encuentra incrementada.
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Figura 3C: Frecuencia de expresion de los puntos de control inmune inhibitorios en LTCD8®, en funcion
de marcadores de activacién (HLA-DR*, CD38*) y agotamiento (GzmB'°*) en HDs y COVID-19. *p<0.05,
**p < 0.01, *** p<0.001, ****p<0.0001

B)

El mapa viSNE generado por citometria de flujo de alta dimensidn muestra
distintas densidades de regiones particulares, reflejando heterogeneidad en las
subpoblaciones de LTCD8* (Figura Suplementaria 1A) en COVID-19 en
comparacion con HDs. El FlowSOM obtenido de LTCD8* también muestra
diferencias entre COVID-19 y HDs, identificando diez grandes MTs de LTCD8*
basados en GzmB, CD38, HLA-DR, TIM3, LAG3 y expresiéon de PD1 (Figura
Suplementaria 1B). MT2 y MT6 reflejan LTCD8" exhaustos que expresan todos
los ICls (CD38* HLA-DR* GzmB" TIM3*PD1* LAG3*). MT3 y MT8 corresponden a
LTCD8* activados (CD38*HLA-DR*GzmB"&") que expresan todos los ICls o LAG3 y
PD1 respectivamente. Todos estos MTs se encuentran aumentados en COVID-19
en comparacion con HDs, diferencias que también se aprecian en el MST (Figura
Suplementaria 4), donde vemos que MT2 es el clister de mayor tamario,
representando una gran proporcion de LTCD8* exhaustos (GzmB'°¥) con

expresion simultanea de todos los ICls.

Células NK y NKT. Se observa un aumento significativo de células NK y NKT en el

grupo de COVID-19, con valores del 15.2 frente a 12 en HDs (p 0.001) y 8.4 frente
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a 6.33 (p 0.003) respectivamente (Figura 3A), si bien no hay diferencias en las
dos principales subpoblaciones, NK®%¢dm  (citotdxicas) y NKCP>6Bright
(inmunoreguladoras) con unos valores frente a HDs de 90.1 y 9.9 en comparacién

con 89.3 (p 0.267) y 10.7 (p 0.267) respectivamente (Figura 4A).
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Figura 4A: Frecuencia de los diferentes tipos de células
NK:  NK8Pim — (citotéxicas) y  NKCD>eBright
(inmunorreguladoras) en HDs y COVID-19. *p<0.05,
**p < 0.01, *** p<0.001, ****p<0.0001

Figura 3A: Frecuencia de poblaciones celulares en HDs y COVID-19.
*p<0.05, **p < 0.01, *** p<0.001, ****p<0.0001

No obstante, la ratio NKP56Pim/ NKCD36Bright ragy|ta aumentada en el grupo de

pacientes con infeccidn por SARS-CoV-2.

En la figura 4B se muestra la expresién de los receptores de activacion
(NKp30/46, NKG2C/D), diferenciacion (CD57) e inhibicion (NKG2A) en la

poblacién de células NKP6P'™- Al analizar esta subpoblacidn, el perfil de células
NK adaptativas (CD16*NKG2C*CD57*NKG2A’) muestra un llamativo aumento en
COVID-19, alcanzando una mediana de un 21% en comparacion con 3.9 en HDs.
También se encuentran elevadas aquellas que expresan el receptor de activacion
NKG2D (98.7 vs 96.7), mientras que descienden también de forma significativa

aquellas que expresan NKp30 (66.5 Vs 96.4).
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Figura 4B: Frecuencia de expresion de receptores de inhibicion (NKG2A), activacion
(NKG2D, NKG2C, NKp30, NKp46) y de células NK adaptativas (NKG2A", CD57%,
NKG2C*) en células NKP>°P'™ en HDs y COVID-19. *p<0.05, **p < 0.01, ***
p<0.001, ****p<0.0001

Ilgualmente, dentro de NK*P>6P'™ se observa un aumento significativo tanto en las
poblaciones activadas GzmB"&"/PD1*, GzmB"&"/LAG3*, GzmB"&"/TIM3* [(2.9 Vs
1.5); (11.4 Vs 0.5); (47.2 Vs 24.6)] como exhaustas GzmB'°%/LAG3*,
GzmB"%/TIM3+ [(21.6 Vs 3.6); (43.1 Vs 18.4)] en el grupo de pacientes COVID-
19. Destaca que el porcentaje de células agotadas que expresan LAG3* (21.6%)
o0 PD1*(12.5%) es superior a sus homadlogas activadas (LAG* 11.4 %; PD1* 2.9 %),
lo que sugiere una preponderancia de células NK exhaustas en COVID-19 (Figura

4Q).
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Figura 4C: Frecuencia de expresion de los puntos de control inhibitorios en funcion de la
situacién de activacion (GzmB"9") y agotamiento (GzmB'°*) de células NK°>P'™ en HDs y
COVID-19. *p<0.05, **p < 0.01, *** p<0.001, ****p<0.0001

Las imagenes obtenidas por viSNE revelan distintas subpoblaciones de células NK
en pacientes COVID-19 en comparacion con HDs (Figuras Suplementarias 2A y
2C), siendo estos resultados confirmados en el mapa obtenido por FlowSOM y
MST (Figuras Suplementarias 2B y 2D y Figuras Suplementarias 5y 6). Dentro de
los MTs celulares obtenidos, sélo MT7, representativo de las células NK
adaptativas (CD**°™MCD16*NKG2A'NKG2C*CD57*) muestra un aumento con
respecto a HDs, al igual que ocurria en los datos de citometria convencional
(Figura Suplementaria 2B). Al analizar los ICls de las células NK, los mapeos de
alta dimension (Figura Suplementaria 2C) y FlowSOM (Figura Suplementaria 2D)
identifican diez MTs muy diferentes entre los pacientes con infeccion y HDs. MT5
y MT7 representan respectivamente células NK>¢Pm exhaustas (CD3", CD16%,
GzmB'°%) y activadas (CD3", CD16*, GzmB"8") que expresan TIM3 y LAG3, ambas
significativamente elevadas en el grupo de COVID-19 en comparacién con HDs.
MT6, células NKP®Bright exhaustas (CD37, CD16°, GzmB'°%) que expresan todos los
ICls, se encuentran significativamente descendidas en el grupo de pacientes con
infeccion. En las figuras suplementarias 5y 6 se muestra el MST de la distribucion

celular de la poblacion NK.
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C) Monocitos. En comparacion con HDs, en el grupo de COVID-19 se produce un

descenso general de los niveles de monocitos (4 Vs 6.1; p 0.003) (Figura 3A).
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Figura 3A: Frecuencia de poblaciones celulares en HDs y COVID-19. *p<0.05, **p < 0.01, ***
p<0.001, ****p<0.0001

No obstante, cuando los analizamos por subpoblaciones (Figura 5A/B/C) en
COVID-19 vemos que hay un aumento en Monocitos intermedios (iMon, CD56
CD14*CD16*) (5.7 Vs 4; p 0.001) y un descenso en el de Monocitos no clasicos
(ncMon, CD56°CD14°CD16%) (4.4 Vs 6.4; p 0.022), manteniéndose constante el
numero de Monocitos clasicos (cMon) con un porcentaje de 86 % en COVID-19
frente a 89 % en HDs (p 0.128). Respecto a la expresion de marcadores de
agotamiento, en los cMon e iMon aumenta el porcentaje de células que
expresan TIM3* ([cMon 88.9 Vs 70.5]; [iMon94.7 Vs 87.1; p 0.038]) mientras que
desciende los que expresan LAG3* ([cMon 20.9 Vs 69.1]; [iMon 53.5 Vs 77.1]). En
los ncMon, descienden aquellos que expresan TIM3* (37.6 Vs 50.3) y LAG3+ (29.5
Vs 38.8; p 0.001). El nimero de células que expresan PD1* no varian en ninguna
delas subpoblaciones al compararla con HDs (cMon [82.8 Vs 88.1; p 0.209]; iMon
[93.9 Vs 94.7; p 0.301]; ncMon [68.3 vs 63.3; p 0.09]), lo que sugiere que la
expresion de TIM3 y LAG3 puede ser mas relevante que PD1 durante la

regulacién monocitaria en la respuesta inmune a SARS-CoV-2.
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Figura 5: Frecuencia de expresion de los puntos de control inhibitorios en: A, monocitos cldsicos
(cMon), B, monocitos intermedios (iMon) y C, no cldsicos (ncMon) en HDs y COVID-19. *p<0.05, **p
< 0.01, *** p<0.001, ****p<0.0001

En la representacién grafica viSNE se muestran regiones monocitarias diferentes
(Figura Suplementaria 3A), especialmente en cMon. El mapeo por FlowSOM
identifica 5 MTs diferentes (Figura Suplementaria 3B). MT1, descendido en
COVID-19, representa cMon (CD14**, CD16°) con expresion elevada de GzmB,
TIM3, LAG3 y PD1; MT3, indicativo de iMon activados (CD14**, CD16*, GzmB"ieh,
HLA-DR* TIM3*, LAG3* y PD1) se encuentra aumentado en COVID-19. La
frecuencia de MT2 descendia en COVID-19 mientras que MT5 aumenta, ambos
representativos de ncMon: MT2 con altos niveles de TIM3, LAG3 y PD1 mientras
gue MT5 dnicamente presenta niveles intermedios de PD1. En la figura

suplementaria 7 se muestra la representacién en MST.
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Citoquinas y otros inmunomoduladores solubles

Encontramos un aumento generalizado y significativo en todas las citoquinas

(interleuguinas y quimioquinas) inflamatorias en COVID-19 en comparacién con HDs, a

excepcionde IFNS (0 vs 0; p 0.318), el cual no se detecta en los pacientes ni en los HDs.

Los principales miembros de la familia IL1 como IL1f, IL31, IL33 e IL36B y el IFNa se

muestran muy variables, siendo en ocasiones bajos o indetectables en muchos

pacientes. La excepcién de los miembros de la familia IL1 es IL18, que se mantiene

constantemente elevada en todos los pacientes con infeccion confirmada (533.7 vs

219.5) (Tabla 6).

Se encuentra también un
aumento significativo en Ia
concentracion y actividad de
GzmA (concentracion [42.1 Vs
12.8]; actividad [907.6 Vs 0]) y
GzmB (concentracién [14 Vs 0.0]
actividad [63 Vs 12.3]), en
especial de la primera (Figura 6).
Destaca un descenso de la
fibronectina en el grupo de
COVID-19 (1.6x 108 Vs 4.4x108), la
cual se ha descrito como sustrato

de las granzimas. Respecto a los
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Figura 6: Actividad de GzmA y GzmB en HDs y COVID-19.
*p<0.05, **p < 0.01, *** p<0.001, ****p<0.0001

inhibidores de GzmA, la a2-macroglobulina (1.7x10° Vs 1.4x10°%; p 0.175) no varia

mientras que la anti-trombina lll aumenta (4.2x10° Vs 3.3x10°) (Tabla 6).

Los niveles de ligandos solubles de NKG2D (MICs y ULBPs) estan significativamente

incrementados en COVID-19 en comparacion con HDs (Tabla 6).
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28,5 14,0 70,3 57,9 31,1 150,1 0,002
29,3 24,2 42,5 78,1 40,4 109,7 0,000
0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 ns
0,0 0,0 23,6 0,0 0,0 71,7 0,099
3,4 0,0 25,4 31,6 0,0 68,6 0,002
0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 55,2 0,003
0,0 0,0 61,6 0,0 0,0 44,6 ns
0,0 0,0 1,1 1,0 0,0 2,4 0,002
0,8 0,0 1,2 3,4 1,6 7,7 0,000
0,7 0,4 1,5 15,3 5,6 51,8 0,000
0,0 0,0 0,1 0,1 0,0 1,3 0,002
219,5 180,8 | 305,3 | 533,7 | 339,11 808,4 0,000
3,6x10% | 2,5x10% | 6,6x10% | 3,4x10° | 1,8x10% | 8,4x103 0,000
1,0 0,3 1,5 3,7 1,0 5,7 0,000
0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,8 0,003
0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,1 0,002
2,3 1,2 3,2 2,9 1,5 5,3 0,048
0,0 0,0 0,8 1,3 0,0 6,0 0,001
2,7 1,3 4,0 7,4 3,7 12,4 0,000
33,0 20,7 54,2 346,1 61,2 1181,4 0,000
122,3 97,0 158,7 | 243,6 | 150,1 379,7 0,000
185,5 68,0 337,4 | 281,2 | 114,55 714,5 0,016
0,0 0,0 210,7 | 597,2 | 305,0 846,9 0,000
11,3 2,4 26,0 81,2 36,7 164,5 0,000
23,5 0,0 45,5 17,3 0,0 48,9 ns
0,0 0,0 24,2 0,0 0,0 43,0 ns
0,0 0,0 0,0 1,7 0,0 9,2 0,000
0,0 0,0 0,0 1,8 0,0 10,6 0,000
0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 ns
16,1 12,2 21,2 18,3 11,4 26,1 ns
2,0 1,3 2,7 5,9 4,2 9,7 0,000
77,3 50,7 99,1 36,4 15,8 70,5 0,000
12,8 2,1 20,2 42,1 24,8 50,9 0,000
0,0 0,0 0,0 907,6 | 315,0 | 1816,15 0,000
0,0 0,0 3,7 14,0 7,4 21,2 0,000
12,3 0,0 38,3 63,0 214 119,3 0,000

Tabla 6. Valores de los ligandos solubles en HDs y COVID-19. N.s: no significativo.
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5.2.2 COVID-19 en comparacién con no-COV-ITR

Poblaciones celulares:

A) Recuento linfocitario. Al contrario de lo observado al comparar COVID-19 con
HDs, cuando se compara el grupo de COVID-19 con no-CoV-ITR, no se detectan
diferencias en los niveles de LTCD3* (58.6 Vs 57.6; p 0.475), ni en las
subpoblaciones CD4* (29.4 Vs 26.4; p 0.178), CD8+ (28.9 Vs 24.8; p 0.917) nien
los linfocitos T reguladores (8.1 Vs 8.3; p 0.098) (Figura 3A).
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Figura 3 A: Frecuencia de poblaciones celulares en HDs, COVID-19 y no-CoV-ITR.
*p<0.05, **p < 0.01, *** p<0.001, ****p<0.0001

En cambio, al igual que ocurria al comparar 190 T T
con HDs, los niveles de LTCD8* activados en 0

COVID-19 (4.9 Vs 1.7; p 0.001) se observan £ 60 { ~ ~s=_

aumentados en comparacién con no-COV-ITR ; 40 4

(Figura 7A). Pese al aumento significativo en 20 |

la poblacidn total de LTCD8* que expresan 1

LAG en COVID-19, no se encuentran . HLADR* HLADR*
diferencias en la cohorte de LTCD8* exhaustos coss* gz),?;mqh

low H
(GzmB**) (Figura 7B). Figura 7A: Frecuencia de expresion de

marcadores de activacion en LTCD8 en HDs,
COVID-19 y no-COV-ITR. *p<0.05, **p < 0.01,
*%* p0.001, ****p<0.0001
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Figura 7B: Frecuencia de expresion de los puntos de control inhibitorios en LTCD8?, en funcion de
marcadores de activacién (HLA-DR+, CD38*GzmB"9") y agotamiento (GzmB"°*) en HDs, COVID-19
y no-COV-ITR. *p<0.05, **p < 0.01, *** p<0.001, ****p<0.0001

B)

Al igual que en las imagenes obtenidas por viSNE y FlowSOM en COVID-19, en
no-COV-ITR también se ve una gran heterogeneidad en la poblacién de LTCD8+
(Figura Suplementaria 1A), siendo posible diferenciar claramente cada grupo de
diagndstico segun las poblaciones observadas en cada grupo. Al comparar los
MTs representativos de la misma distribucién de poblaciones e ICls comentados
en el punto 5.2.1 A), MT2, 3, 6y 8, similar a lo que ocurria al comparar COVID-19
frente a HDs, también estan aumentadas al relacionarlo con no-COV-ITR (Figura
Suplementaria 1B) de modo similar a lo que ocurria al comparar COVID-19 frente

a HDs.

Células NK y NKT. Tampoco se detectan diferencias en los niveles de células NK
(15.2 Vs 16; p 0.858). Los niveles de NKT son significativamente superiores en el
grupo de COVID-19 con un porcentaje de 8.4 en comparacion con 6.0 en el grupo
no-COV-ITR (p 0.040) (Figura 3A). No se observan diferencias entre las

subpoblaciones citotdxicas e inmunorreguladoras (Figura 8A).

ee EE COVID19

. . i; - _ mm NO-COVITR
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Figura 3A: Frecuencia de poblaciones celulares en HDs, COVID-19 y no-COV-ITR.
*p<0.05, **p < 0.01, *** p<0.001, ****p<0.0001
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Figura 8A: Frecuencia de células NKP>Pm y NKCP>6Bright en (D,
COVID-19 y no-COV-ITR. *p<0.05, **p < 0.01, *** p<0.001,
**%pc0) 0001

Al analizar los datos en referencia a la expresidon de receptores de activacion,
diferenciacién y agotamiento, no se encuentran diferencias en CD57, NKG2D,
NKG2A, NKp30 ni NKp46 (Figura 8B). En cambio, similar a lo que ocurria al
comparar COVID-19 con HDs, las poblaciones de células NK©>¢Pm activadas y
exhaustas estan incrementadas en el grupo de COVID-19 en comparacion con
no-COV-ITR. En concreto los ICIs PD1+ y especialmente LAG3+, (gzmB"&"/PD1+
[2.9 Vs 1.3; p 0.002], gzmB"ie"/LAG3+ [11.4 Vs 4.5; p 0.017]; gzmB'°“/PD1+ [12.5
Vs 6.5; p 0.034], gzmB'°"/LAG3+ [21.6 Vs 10.9; p 0.007]) (Figura 8C).
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Figura 8B: Frecuencia de expresion de receptores de inhibicion (NKG2A), activacion
(NKG2D, NKG2C, NKp30, NKp46) y de células NK adaptativas (NKG2A", CD57*, NKG2C")
en células NKP>¢P™ en HDs, COVID-19 y no-COV-ITR. *p<0.05, **p < 0.01, *** p<0.001,
#%5%%n<0.0001
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Figura 8C: Frecuencia de expresion de los puntos de control
inhibitorios en funcidn de la situacién de activacién (GzmB"9") y
agotamiento (GzmB°") de células NK>P'™ en HDs y COVID-19.
*p<0.05, **p < 0.01, *** p<0.001, ****p<0.0001

Las representaciones obtenidas por ViSNE (Figuras Suplementaria 2A y 2C) y

FlowSOM (Figuras Suplementarias 2B y 2D) revelan las distintas subpoblaciones

de células NK en el grupo de no-COV-ITR, observandose diferentes MTs. Similar
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)

a lo que ocurria al comparar COVID-19 con HDs, MT7 correspondiente a células
NK adaptativas (CD56Dim, CD16*, NKG2A", NKG2C*, CD57*) estd aumentado en
COVID-19 en relacidon con no-COV-ITR (Figura Suplementaria 3A). MT5, 6 y 7
correspondientes a la figura suplementaria 4 diferencian también COVID-19 con
no-COV-ITR. MT5 y MT7 representan respectivamente células NK?>6P'magotadas
(CD3", CD16*, GzmB'¥) y activas (CD3, CD16*, GzmB"&") que expresan TIM3 y
LAG3, significativamente elevadas en no-COV-ITR en comparacion con COVID-
19. MT6, células NKCP>6Bright exhaustas que expresan todos los ICls, estd
disminuida en no-COV-ITR, al igual que MT3 (células NKP>6P'm activadas) y MT9

(células NKT) que también se observa descendidas en no-COV-ITR.

Monocitos: No se detectan diferencias en la frecuencia de monocitos entre

COVID-19 y no-CoV-ITR (Figura 3A).
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Figura 3 A: Frecuencia de poblaciones celulares entre HDs, COVID-19 y no-CoV-ITR.
*p<0.05, **p < 0.01, *** p<0.001, ****p<0.0001

Unicamente los iMon (CD56 CD14*CD16%) se encuentran elevados en COVID-19.
No se produce ninglin cambio significativo al analizar los ICls, a excepcidn de en
ncMon (CD56'CD14°CD16M8") con expresion de PD1* que estd disminuido en no-
COV-ITR (68.3 Vs 53.5; p 0.013) (Figura 9 A/B/C).
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Figura 9: Frecuencia de expresion de los puntos de control inhibitorios en A, monocitos cldsicos
(cMon), B, intermedios (iMon) y C, no clasicos (ncMon) en HDs, COVID-19 y no-COV-ITR. *p<0.05,
**p < 0.01, *** p<0.001, ****p<0.0001

Al analizar los MTs por viSNE y FlowSOM, Unicamente MT4, representativo de
cMon con baja expresién de PD1 (CD14%, CD167, GzmB'%, TIM3", LAG3", PD1%), se
encuentra mas elevado en no-COV-ITR. MT3, indicativo de iMon activados
(CD14*, CD16%, GzmB"ig", HLA-DR*, TIM3*, LAG3* y PD1*) también esta elevado
en no-COV-ITR (Figuras Suplementarias 3A 'y 3B).
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Citoquinas y otros inmunomoduladores solubles

A la hora de analizar el perfil de citoquinas en plasma entre el grupo de COVID-19 y no-

COV-ITR se encuentran diferencias menos llamativas que al comparar con HDs.

Varios miembros de la familia de IL1 como IL18 (533.7 Vs 312.2; p 0.006), IL36B (3.7 Vs
0.9) e1L31(38.2 Vs 1.6; p 0.042) muestran un incremento significativo, al igual que TRAIL
(36.4 Vs 23.1; p 0.025), IL2 (1.0 Vs 0.0; p 0.024), IFN-a (1.7 Vs 0.0) y TNFa (5.9 Vs 3.6; p
0.007) en el grupo de infeccidon por SARS-CoV-2. El resto de las citoquinas analizadas
como IL6, IL12, IL15, IL7, IL18 o IL10 no diferencian entre COVID-19 y no-COV-ITR (Tabla
7).

Las quimioquinas implicadas en la movilizacién de células T, NK y monocitos como
CXCL10 (346.1 Vs 61.5; p 0.002), CCL2 (243.6 Vs 142.6; p 0.034) y CCL8 (81.2 Vs 24.9)
aumentan de forma significativa en el grupo de COVID-19 en comparacidon con no-COV-
ITR. CXCL9 aumenta también en COVID-19 pero no llega a alcanzar la significacién
estadistica (597.2 Vs 388.8; p 0.059). También se encuentran incrementados los ligandos

solubles de NKG2D (57.9 Vs 29.6; p 0.006); (31.6 Vs 8.9; p 0.035) (Tabla 7).

= HD
P Ny Il COVID19
En este grupo soélo la concentraciéon de GzmB = NO-COV-TR
aumenta de modo significativo al comparar _— e 0050 N
5
SARS-CoV-2 con no-COV-ITR (14 Vs 9.4; p 6000
0.011). La actividad de Gzms no diferencia
entre ambos grupos (Figura 10), siendo la E , 00 o
4000+ e 3
cantidad de fibronectina (substrato de las % g %J
< E}
q a =
Gzms) en plasma similar entre ambos grupos  § » g
O L. 0 & F200 <
2000 %
(Tabla 7). "y 2 ¥
é A'— u‘ i 1)‘
0 e y & & g -0

I
GzmA GzmB

Figura 10: Actividad de GzmA 'y GzmB en HDs,
COVID-19 y no-COV-ITR. *p<0.05, **p < 0.01,
*%% 50,001, ****p<0.0001
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CoviID19 no-COV-ITR
mediana| Q1 Q3 |mediana] Q1 Q3 -
MICA 57,9 31,1 150,1 29,6 6,5 47,4 0,006
MICB 78,1 40,4 109,7 55,2 40,1 81,4 ns
ULBP1 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 ns
ULBP-2/5/6 0,0 0,0 71,7 0,0 0,0 54,5 ns
ULBP3 31,6 0,0 68,6 8,9 0,0 34,5 0,035
IL12 0,0 0,0 55,2 0,0 0,0 39,2 ns
IL25 0,0 0,0 44,6 0,0 0,0 32,8 ns
IL2 1,0 0,0 2,4 0,0 0,0 2,3 0,024
IL15 3,4 1,6 7,7 2,4 0,5 4,7 ns
IL6 15,3 5,6 51,8 7,4 2,5 33,3 ns
IL1B 0,1 0,0 1,3 0,3 0,0 1,4 ns
IL18 533,7 339,1 808,4 312,2 225,6 673,3 0,006
ILIRA 3,4x10° | 1,8x10% | 8,4x103 | 1,6x103 | 7,9x102 | 5x10° 0,017
IL36 B 3,7 1,0 5,7 0,9 0,2 1,9 0,000
IL33 0,0 0,0 0,8 0,0 0,0 0,6 ns
IL31 0,0 0,0 0,1 0,0 0,0 0,0 0,042
IL7 2,9 1,5 5,3 2,6 1,4 4,5 ns
IL10 1,3 0,0 6,0 0,0 0,0 2,6 ns
IL8/CXCLS 7,4 3,7 12,4 4,7 3,7 16,1 ns
CXCL10 346,1 61,2 1181,4 61,5 50,4 165,8 0,002
CCL2 243,6 150,1 379,7 142,6 92,8 305,6 0,034
CXCL2 281,2 114,5 714,5 389,1 106,3 712,8 ns
CXCL9 597,2 305,0 846,9 388,8 110,9 671,2 0,059
CCL8 81,2 36,7 164,5 24,9 16,3 54,0 0,000
IFN-A3 17,3 0,0 48,9 1,5 0,0 31,0 ns
IFN-A2 0,0 0,0 43,0 0,0 0,0 43,0 ns
IFNa 1,7 0,0 9,2 0,0 0,0 0,0 0,000
IFNy 1,8 0,0 10,6 0,0 0,0 12,5 ns
IFNB 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 ns
FAS L 18,3 11,4 26,1 20,7 15,4 32,6 ns
TNFa 5,9 4,2 9,7 3,6 3,3 6,7 0,007
TRAIL 36,4 15,8 70,5 23,1 5,9 40,0 0,025
[GRANZIMA A] 42,1 24,8 50,9 33,6 14,7 47,4 ns
Actividad GzmA 907,6 315,0 | 1816,5 | 1035,0 | 432,2 | 21225 0,435
[GRANZIMA B] 14,0 7,4 21,2 9,4 1,4 12,7 0,011
Actividad GzmB 63,0 21,4 119,3 112,7 53,4 198,0 0,054
Fibronectina | 1,6x10% | 8,3x107 | 2,3x108 | 1,2x108 | 7,6x107 | 2,5x108 0,731

Tabla 7. Valores de los ligandos solubles en COVID-19 y no-COV-ITR. N.s: no significativo.




5.2.3 COVID-19 en comparacidn con Infeccién descartada

Poblaciones celulares

A) Recuento linfocitario. Al comparar los pacientes con infeccidon confirmada por

B)

)

SARS-CoV-2 con aquellos en los que se descarté este proceso y fueron valorados
u hospitalizados por otras patologias (ID), se observa un aumento generalizado
de LTCD3* (58.6 Vs 53.1; p 0.039), en especial de la subpoblacién CD4*(29.4 Vs
20.1; p 0.001). No ocurre asien la de CD8" (28.9 Vs 32; p 0.189) ni en los linfocitos
T reguladores (8.1 Vs 7.1; p 0.230) (Figura 11). También existe un aumento en el
porcentaje de LTCD8* activados (4.9 Vs 1.8).

Células NK y NKT. No se encuentran variaciones en la poblacién de células NK
(15.2 Vs 14.3; p 0.681), NKT (8.4 Vs 7.1; p 0.434) (Figura 11), ni en sus dos
subpoblaciones principales citotoxicas (90.1 Vs 90.2; p 0.749) e
inmunomoduladoras (9.9 Vs 9.8; p 0.749). En cambio, al igual que ocurria al
comparar con HDs, si que se observa un aumento significativo en COVID-19 en
las células NKP>6P'm activadas y exhaustas referentes a aquellas que expresan los
puntos de control inhibitorios LAG3* y PD1* (GzmB"&"/LAG3* [11.4 Vs 3.4; p
0.002], GzmB"&"/PD1* [2.9 Vs 1.2; p 0.003], GzmB'°"/LAG3* [21.6 Vs 18.2; p
0.021] GzmB'°¥/PD1* [12.5 Vs 8.3; p 0.085]) (Figura 12).

Al analizar los monocitos no hay variaciones significativas entre COVID-19 e ID

(Figura 11).
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Figura 11. Frecuencia de poblaciones celulares en COVID-19 e
infeccion descartada. *p<0.05, **p < 0.01, *** p<0.001,
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Figura 12. Frecuencia de células NKP>%P'™ qctivadas y exhaustas con expresidn de puntos
de control inhibitorios TIM3, LAG3, PD1 y frecuencia de LTCD8* activados. *p<0.05, **p <
0.01, *** p<0.001, ****p<0.0001
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Citoquinas y otros inmumoduladores solubles

Los niveles de algunas citoquinas no varian entre COVID-19 e ID; como IL6 (15.3 Vs 9.6;
p 0.546), IL12 (0 Vs O; p 0.860), IL15 (3.4 Vs 1.8; p 0.052), IL7 (2.9 Vs 1.7; p 0.061), IL1B
(0.1 Vs 0; p 0.791), IL10 (1.3 Vs 0.0; p 0.069), IL18 (533.7 Vs 531.1; p 0.928) 0 IL8 (7.4 Vs
7.4; p0.937). Otras como TNF-a (5.9 Vs 4.4; p 0.022), IFN-a (1.7 Vs 0.0; p 0.000), IFN-
¥ (1.8 Vs 0.0; p 0.034), IL2 (1 Vs 0.4; p 0.022), IL1RA (3.4x103Vs 1.7x103; p 0.013), IL31
(38.2 Vs 0.4; p 0.026), IL36 (3.7 Vs 0.5) y TRAIL (36.4 Vs 17.2) si que se incrementan de
modo significativo en COVID-19 (Tabla 8).

Se observa que todas las quimioquinas analizadas (CXCL10, CCL2, CXCL2, CXCL9, CCLS8)
se encuentran significativamente elevadas en el grupo COVID-19 [(346.1 Vs 75.3; p
0.002); (243.6 Vs 139.8; p 0.004); (281.2 Vs 165.9; p 0.011); (597.2 Vs 366.8; p 0.044);
(81.2 Vs 29.9)], con la excepcion de CXCL8 (7.4 Vs 7.4; p 0.937).

Las concentraciones de GzmA (42.1 Vs 26.6; p 0.040) y GzmB (14 Vs 6.7; p 0.007) estan
aumentadas significativamente en el grupo de COVID-19 en comparacién con ID. En el
caso de la actividad de GzmA no hay diferencias estadisticamente significativas (907.6
Vs 972.3; p 0.654), si bien la actividad de GzmB esta elevada en el grupo de ID (63 Vs
102.3; p 0.043). No se observa descenso en los niveles de fibronectina encontrado al

comparar con en el grupo de HDs (Tabla 8 y Figura 13).
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57,9 31,1 150,1 33,9 18,9 97,4 | 0,050
78,1 40,4 109,7 72,3 41,9 107,9 | 0,798
0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,9 0,627
0,0 0,0 71,7 0,0 0,0 23,6 | 0,310
31,6 0,0 68,6 15,5 1,4 340 | 0,115
0,0 0,0 55,2 0,0 0,0 63,0 | 0,860
0,0 0,0 44,6 0,0 0,0 39,8 | 0,683
1,0 0,0 2,4 0,4 0,0 1,4 0,022
3,4 1,6 7,7 1,8 1,2 4,2 0,052
15,3 5,6 51,8 9,6 5,0 38,1 | 0,546
0,1 0,0 1,3 0,0 0,0 1,4 0,791
533,7 339,1 | 808,4 531,1 349,7 | 836,0 | 0,928
3,4x10° | 1,8x10%| 8,4x10°| 1,7x10° | 9,6x10%| 3,6x10°| 0,013
3,7 1,0 5,7 0,5 0,2 1,7 0,000
0,0 0,0 0,8 0,0 0,0 1,7 0,403
0,0 0,0 0,1 0,0 0,0 0,0 0,026
2,9 1,5 5,3 1,7 1,0 4,1 0,061
1,3 0,0 6,0 0,0 0,0 2,0 0,069
7,4 3,7 12,4 7,4 3,6 14,0 | 0,937
346,1 61,2 | 1181,4 75,3 36,1 188,4 | 0,002
243,6 150,1 | 379,7 139,6 81,9 257,9 | 0,004
281,2 114,5 | 714,5 165,9 63,4 376,6 | 0,011
597,2 305,0 | 846,9 366,8 167,5 | 692,3 | 0,044
81,2 36,7 164,5 29,9 16,3 52,6 | 0,000
17,3 0,0 48,9 10,1 0,0 24,8 | 0,096
0,0 0,0 43,0 14,4 0,0 70,0 | 0,231
1,7 0,0 9,2 0,0 0,0 0,6 0,000
1,8 0,0 10,6 0,0 0,0 2,3 0,034
0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,830
18,3 11,4 26,1 15,6 10,9 239 | 0,176
5,9 4,2 9,7 4,4 3,3 7,4 0,022
36,4 15,8 70,5 17,2 1,6 25,9 | 0,000
42,1 24,8 50,9 26,6 16,1 45,4 | 0,040
907,6 315,0 | 1816,5 972,3 136,3 | 2213,9| 0,654
14,0 7,4 21,2 6,7 3,8 15,0 | 0,007
63,0 21,4 119,3 102,3 41,4 205,3 | 0,043
1,6x10® |8,3x1107|2,33x10% 1,1x10° | 7,8x107| 2,2x10%| 0.191

Tabla 8. Valores de los ligandos solubles en COVID-19 e ID. N.s: no significativo.
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5.3 Correlacién del prondstico de la infeccion por SARS-CoV-2 con
poblaciones celulares y niveles de citoquinas y otros inmunomoduladores

solubles

Este analisis se ha llevado a cabo en el grupo de COVID-19, puesto que el interés radica
en comparar la evolucion y la supervivencia Unicamente en el grupo de perfil inmune

asociado al SARS-CoV-2.

5.3.1 Con la gravedad al ingreso

Del total de 85 pacientes con infecciéon confirmada por SARS-CoV-2, 35 (41.3 %) son
leves, 43 (50.5 %) moderados y 7 (8.2 %) graves. En la tabla 9 se describen las

caracteristicas de cada uno de los grupos.

Se observan diferencias significativas al analizar la estancia hospitalaria y la mortalidad
entre los pacientes mas leves frente a las categorias de moderado y graves. Por este
motivo, esta clasificacion inicial se reunific6 en dos subgrupos: leves vy
moderados/graves. También se producen diferencias entre la comorbilidad observada
entre ambos subgrupos y el patrdn clinico. Las caracteristicas de estos grupos quedan
reflejadas en la tabla 10. La media de edad en el grupo de COVID-19 leve es de 61,
mientras que en el grupo de moderados/graves es significativamente superior (80). La
estancia hospitalaria también es significativamente diferente entre los dos grupos. No
hay diferencias en la media de dias entre FIS y fecha de extraccion de las muestras entre
los dos grupos de gravedad, lo cual indica que esta ultima fecha no influye en los
resultados obtenidos. En relacién con las comorbilidades, la gravedad por SARS-CoV-2
se incrementa en pacientes con cardiopatia crénica, hipertensién arterial, enfermedad

respiratoria crénica, obesidad y demencia (Tabla 11y 12).
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Leve (n=35) | Moderado (n=43) | Grave (n=7) P
Edad; Media en anos (DT) 61.5(19.3) 77.5(13.9) 80.6 (10.2) 0.141
Mujeres; N (%) 21 (60%) 24 (54.5) 5(71.4%) 0.673
Inicio de sintomas-ingreso; Media | 8 (7.1) 4.95 (3.3) 4.29 (3.2) 0.196
en dias (DT)
Inicio de sintomas — extraccion; | 7.91 (7.1) 4,93 (3.3) 4.57 (3.6) 0.002
Media en dias (DT)
Estancia hospitalaria; Media en | 5.7 (7.8) 16.9 (12.9) 18.4 (18.6) 0.000
dias (DT)
Exitus; N(%) 1(2.9) 16 (36.4) 5(71.4) <0.001

Tabla 9. Caracteristicas de los grupos COVID-19 en funcion de la gravedad: caracteristicas demogrdficas
bdsicas, datos clinicos en el momento del ingreso y prondstico. Las celdas de distintos colores indican que
esos valores difieren entre si de forma significativa.

Leve (n=35) | Moderado/Grave (n=50) p
Edad; Media en anos (DT) 61.5 (19.3) 77.9 (13.4) 0.000
Hombre; N (%) 14 (40%) 22 (43.1%) 0.826
Mujer; N (%) 21 (60%) 29 (56.9%)
Inicio de sintomas-ingreso; Media en dias | 8 (7.10) 4.86 (3.31) 0.051
(DT)
Inicio de sintomas — extraccion; Media en | 7.91 (7.12) 4.88 (3.34) 0.072
dias (DT)
Estancia hospitalaria; Media en dias (DT) 5.7 (7.8) 17.1(13.6) 0.000

Tabla 10. Caracteristicas de los grupos COVID-19 leve y moderado/grave: caracteristicas
demogrdficas bdsicas, datos clinicos en el momento del ingreso y prondstico.
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Leve Moderado Grave

N| % | N| % |N|% P

Comorbilidad (cualquiera) 20 | 57.1 | 42 | 95.5 7 | 100.0 | <0.001
Obesidad (IMC 4 114 | 12 | 27.3 5 71.4 0.016
>30 kg/m?)
Hipertension 12 | 343 | 29 | 65.9 5 |71.4 | 0.012
arterial
Diabetes mellitus | 5 143 | 14 | 31.8 4 | 57.1 0.036
Tabaquismo 0 0.0 3 4.5 0 | 0.0 0.227
Cardiopatia 1 29 |12 | 273 2 | 28.6 | 0.013
crénica
Enfermedad 1 2.9 5 114 3 |429 0.007
pulmonar crdénica
Asma 2 57 |0 0.0 0 | 0.0 0.225
Enfermedad renal | 3 8.6 5 11.4 2 | 28.6 0.320
crénica

Comorbilidad Enfermedad 3 8.6 2 4.5 0 | 0.0 0.592
inflamatoria
crénica
Enfermedad 1 2.9 11 | 25.0 1 |143 0.024
neuroldgica
crénica
Demencia 3 8.6 15 | 34.1 3 |429 0.049

Neoplasia sdlida 1 29 (0 | 0.0 0 | 0.0 0.478

activa

Neoplasia 1 29 |1 2.3 0 | 0.0 0.900

hematoldgica

activa

VIH/SIDA 0 (00 |1 2.3 0 | 0.0 0.617

Otros 0 (00 |5 114 1 |143 |0.323
Tratamiento inmunosupresor 4 114 | 3 4.5 0 | 0.0 0.369
(cualquiera)

Quimioterapia 2 57 |0 0.0 0 |00 0.225

. Corticoides 1 2.9 2 4.5 0 | 0.0 0.802

Tratamiento .
inmunosupresor swterrvcos

Terapias 32 (914 |44 | 100.0 | 7 | 100.0 | 0.104

bioldgicas
Barthel<60 5 143 | 23 | 52.3 4 | 57.1 | 0.001
Ingreso en UCI 0 0.0 7 15.9 2 | 28.6 0.019

Tabla 11. Comorbilidad entre los diferentes grupos de infeccion por SARS-CoV-2. Las celdas de
distintos colores indican que esos valores difieren entre si de forma estadisticamente
significativa.




Leve Moderado/Grave
N | % N % P
Comorbilidad (cualquiera) 20 | 57.1 | 49 96.1 <0.001
Obesidad (IMC 4 11.4 14 27.5 0.003
>30 kg/m?)
Hipertension 12 [ 343 |34 66.7 0.004
arterial
Diabetes mellitus | 5 14.3 8 15.7 0.076
Tabaquismo 0 0.0 0 0.0 0.163
Cardiopatia 1 2.9 7 13.7 0.518
croénica
Enfermedad 1 2.9 18 353 0.046
pulmonar crénica
Asma 2 5.7 12 23.5 0.012
Enfermedad renal | 3 8.6 0 0.0 0.0407
croénica
Comorbilidad Enfermedad 3 8.6 1 2.0 1.000
inflamatoria
croénica
Enfermedad 1 2.9 0 0.0
neurolégica
croénica
Demencia 3 8.6 17 33.3 0.036
Neoplasia sdlida 1 2.9 2 3.9 0.393
activa
Neoplasia 1 2.9 18 35.3 0.006
hematoldgica
activa
VIH/SIDA 0 0.0 2 4.0 0.509
Otros 0 0.0 6 11.8 0.077
Tratamiento inmunosupresor 4 11.4 2 3.9 0.219
(cualquiera)
Quimioterapia 2 5.7 0 0.0 0.163
. Corticoides 1 2.9 2 3.9 1.000
Tratamiento AR
inmunosupresor swterr_ncos
Terapias 32 (914 | O 0.0 0.064
bioldgicas
Barthel<60 5 143 |9 17.6 0.009
Ingreso en UCI 0 0.0 27 52.9 <0.001

5 Tabla 12. Comorbilidad entre infeccion por SARS-CoV-2 leve y moderada/grave
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Poblaciones celulares

A) Recuento linfocitario. La linfopenia existente en el grupo de infeccion
moderada/grave se refleja en una disminucion marcada en el porcentaje de
linfocitos T CD3* (54.6 Vs 64.4) tanto en la subpoblacién CD4* (25.0 Vs 36.9)
como CD8" (3.0

adelante en el

100 Bl Leve
Vs 5.8; p 0.001) s B Moderado/Grave
(Figura 14). 804 1
. . Lh T
Esta linfopenia §60< I Py
se encuentra &, | I ase
también como . I
20
veremos mas l ;l +L * ; ;l
Mon

TCell TCDa* TCD8* Treg NK NKT

rupo
srup Figura 14: Frecuencia de poblaciones celulares en COVID-19 leve y
pacientes que mMmoderado/grave. *p<0.05, **p < 0.01, *** p<0.001, ****p<0.0001.

fallecian.

Los LTCD8" activados que expresan TIM3 se hallan reducidos significativamente
en el grupo de moderados/graves (8.6 Vs 26.9; p 0.002). Sin embargo, se observa
un aumento significativo de la proporcién de LTCD8* exhaustos (GzmB'°") que
expresan LAG3*, llegdndose a duplicar los valores en comparacién con el grupo
deleves (11.3 Vs 5.9; p 0.002), al igual que ocurria en los pacientes que fallecian

(Figura 15).

En el analisis clusterizado por FlowSOM, MT10, correspondiente a LTCD8*
exhaustos (GzmB""%), desciende de forma significativa en el grupo
moderados/graves (Figura 16), resultados compartidos por la citometria

convencional.
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Figura 15: Frecuencia de expresion de puntos de control inhibitorio en LTCD8*
activados (HLA-DR*, CD38+GzmB"9h) y exhaustos (GzmB"*) en COVID-19 leve
y moderado/grave. *p<0.05, **p < 0.01, *** p<0.001, ****p<0.0001
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Figura 16: FlowSOM de LTCD8* con expresion de marcadores de activacion
(HLA-DR*, CD38*, GzmB"9"), agotamiento (GzmB'°") y puntos de control
inhibitorios en COVID-19 leve y moderado/grave. p<0.05, **p < 0.01, ***

p<0.001, ****p<0.0001
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B) Células NK. Se observa un aumento significativo en los niveles de células NK en
el grupo moderado/grave en comparacion con el de leves, con unos valores de
17.9% vy 12.7% respectivamente (p 0.001) (Figura 14), similar al grupo de sujetos

de mayor mortalidad.

1004 I Leve
. S B Moderado/Grave
80 o
e [ 2,
F . I
3 i
T el e 87 i g

TCell TCD4* TCD8* Treg NK NKT  Mon

Figura 14: Frecuencia de poblaciones celulares entre COVID-19 leve y
moderado/grave. *p<0.05, **p < 0.01, *** p<0.001, ****p<0.0001

No se detectan diferencias entre sus dos principales subpoblaciones NKP>6Pim
(91.1 Vs 89.9; p 0.496) y NKCP>6Bright (8 9 /s 10.1; p 0.496); aunque al analizar
detalladamente el perfil de receptores de activacién e inhibicién, se observa
distinta presencia de células NK activadas, exhaustas y adaptativas. Los pacientes
moderados/graves presentan un aumento significativo en el recuento de células
NKCP>6DIm que expresan el receptor de activacion NKG2C* con unos valores de
32.3 frente a 18.8 en el grupo de los leves (0.001), mientras que descienden
aquellas que expresan el receptor de inhibicion NKG2A* (27.2 Vs 39.1; p 0.014) y
los receptores de activacion NKp30* (63.6 Vs 74.6; p 0.022) y NKp46* (87.4 Vs
95.7; p 0.017). Ocurre de forma similar en la poblacion NKP>68rieht (Figyra 17 y

18). Al contario, el receptor de activacién NKG2D* no presenta ninglin cambio.
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Asimismo, se observa un aumento de la poblacidn de células NK altamente
diferenciadas, caracterizada por la expresion de CD57*, tanto en la subpoblacién
NKCP38Pim como NKCP>6Bright También se encuentra un aumento significativo en el
recuento relativo de células NK adaptativas (CD56°'™, CD16%, NKG2A", NKG2C*,

CD57%) en el grupo moderado/grave en comparacion con los leves, con unos

valores de 26% y 11% respectivamente (Figura 17 y 18).
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Figura 17: Frecuencia de expresion de marcadores de
inhibicion (NKG2A), activacion (NKG2D, NKp30, NKp46) y de
células NK adaptativas (NKG2A, CD57', NKG2C+) en
NKEP>¢Pim en COVID-19 leve y moderado/grave. *p<0.05, **p
< 0.01, *** p<0.001, ****p<0.0001
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Figura 18: Frecuencia de expresion de marcadores de
inhibicion (NKG2A), activacion (NKG2D, NKp30, NKp46) y de
células NK adaptativas (NKG2A, CD57°, NKG2C+) en
NKCP3¢Bright on COVID-19 leve y moderado/grave. *p<0.05, **p
< 0.01, *** p<0.001, ****p<0.0001

En cuanto a las poblaciones de células NKP>¢Pm activadas o exhaustas en relacion
con los ICls ([GzmBM&"/PD1*, GzmB"ie"/LAG3*, GzmB"&"/TIM3*], [GzmB'"°“/PD1*,
GzmB'"°%/LAG3*, GzmB'*¥/TIM3*]), en el grupo de moderados/graves se observa
un aumento significativo en las células NK activadas que expresan PD1* (3.3
frente a 1.8, p 0.034) o LAG3* (18.0 frente a 3.6; p 0000) y en las células NK
exhaustas que expresan LAG3* con unos valores de 27.9 en comparacion con
10.2. El porcentaje de células NK exhaustas que expresan LAG3* (27.9 %) es

superior al de sus homologas activadas (18%). (Figura 19).
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Figura 19: Frecuencia de expresion de puntos de control
inhibitorios en células NKP>¢Pm qctivadas (GzmB"9") o
exhaustas (GzmB°“) en COVID-19 leve y moderado/grave.
*p<0.05, **p < 0.01, *** p<0.001, ****p<0.0001

El andlisis de los patrones de activaciéon e inhibicion de células NK muestra un
descenso significativo en MT1 y MT7 correspondiente a células NKP>6P™ que
expresan (CD16*, NKp30*, NKp46*, NKG2A*) o no (CD16%, NKp30*, NKp46*,
NKG2D*, NKG2A") el receptor de inhibicion NKG2A en el grupo de mayor
gravedad de la infeccién, mientras que MT6 estd aumentado (células NKP>6Pim
activadas). MT2, correspondiente a células NK adaptativas (CD16*, CD57%,
NKG2C*, NKG2A’) también se encuentra aumentado en el grupo de
moderados/graves aunque no alcanza la significacion estadistica (Figura 20). En
el panel de ICls de células NK (Figura 21), los clisteres MT5 (NK°>¢Pm CD16*,
GzmB¥, TIM3*, LAG3*) y MT10 (células NKT) estdn aumentados, y MT3
(NKEP36Dim cD16*, GzmB"&", TIM3*) y MT9 (células NKT), descendidos en el grupo
de infeccion moderada/grave en comparacion con laforma leve de presentacion.
La expresion de LAG3 se encuentra también incrementada en los pacientes de

mayor severidad en la mayor parte de MTs (5, 6y 7).
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C) Monocitos: El recuento global de monocitos no varia al comparar ambos grupos

(Figura 14). Los pacientes COVID-19 moderados/graves presentan una

disminucion
significativa en el 100 - Il Leve

e B Moderado/Grave
recuento de 80 J .—.—
iMon con un Do - B
valor de 5.2% en -8 . &

g 40 " QQ

comparacion con I
7.5% en el grupo 8 - I l L * l
de los leves (p 0- 1 é + -

T

0.032) (Figura T Cell TCDa"’ TC08+ Treg NK NKT  Mon

22), sin encontrar Figura 14: Frecuencias de poblaciones celulares entre COVID-19 leve y

. moderado/grave. *p<0.05, **p < 0.01, *** p<0.001, ****p<0.0001
cambios en los

recuentos de cMon o ncMon.

Al analizar los ICls, también de forma significativa disminuyen en el grupo de
mayor gravedad los cMon que expresan TIM3*(86.6 Vs 93.0; p 0.015) y LAG3*
(17.5Vs 27.1; p 0.035) y los iMon TIM3* (92.8 Vs 96.3; p 0.028) (Figura 22). Estos

resultados se repetian nuevamente en el grupo de pacientes que fallecian.
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Figura 22: Frecuencia de expresion de puntos de control inhibitorio en monocitos intermedios
y monocitos cldsicos en COVID-19 leve y moderado/grave. *p<0.05, **p < 0.01, *** p<0.001,
#%%%p<0.0001
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En la representacion FlowSOM, MT2 correspondiente a ncMon con expresion de

todos los ICls, estaba disminuido en los casos mas graves (Figura 23).
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Figura 23: MTs de monocitos en COVID-19 leve y moderado/grave.
*p<0.05, **p < 0.01, *** p<0.001, ****p<0.0001

Citoquinas y otros inmunomoduladores solubles

En el grupo de pacientes con COVID-19 moderado/grave, se aprecia una llamativa

elevacion de los ligandos solubles de NKG2D: MICA (87.3 Vs 46.0; p 0.001) y ULBP 1/2-
5-6/3 ([2 Vs 0.4; p 0.025] / [12.7 Vs 0.0; p 0.002] / [38.7 Vs 14.8; p 0.041]) (Figura 24).

También se encuentran elevaciones marcadas de la citoquina TNFa con un valor de 7.3

en la categoria de moderados/graves frente a 4.7 en el grupo de menor gravedad.

Ocurre de forma similar al analizar IL2 (1.6 Vs 0.8; p 0.009) e IL1RA (4.5x10%Vs
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2.3x103; p 0.012). Estos marcadores eran mds elevados de forma especifica en el grupo

de COVID19 en comparacion con no-COV-ITR o ID. La molécula INF-A2 muestra niveles

significativamente mas bajos en el grupo de moderados/graves, con un recuento

relativo de 0.0 frente a 26.8 en el grupo de leves (p 0.015) (Tabla 13).

Las quimioquinas CXCL8, CXCL10, CCL2 y CXCL9 estan incrementadas significativamente

en el grupo de pacientes con infeccion moderada/grave. Los valores recogidos en este

grupo de mayor gravedad son de 10.4, 617.3, 323.8 y 73.7 respectivamente, en

comparacion con 6.2, 236.4, 206.5 y 49.6 en el grupo COVID-19 leve. Entre estos

marcadores, CXCL10, CCL2, CXCL9 en conjunto con CCL8 se elevan de forma especifica

en la infeccidén por SARS-CoV-2 al comparar con no-COV-ITR o ID (Figura 24).

Respecto a los miembros de la
familia del TNF, se observan
niveles significativamente mas
bajos de TRAIL con un valor de
32.7 en el grupo de
moderados/graves frente a 46.3
en el de los leves (p 0.026); y de
FasL, con un recuento de 16.5

frente a 24.3 (p 0.001) (Tabla 13).
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Figura 24: Frecuencia de citoquinas en COVID-19 leve y
moderado/grave. *p<0.05, **p < 0.01, *** p<0.001,
**%%p<0.0001, indicado en la parte superior de la imagen al lado
de cada citoquina.
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COVID19 leve COVID-19 moderado/grave

mediana Q1 Q3 mediana Q1 Q3 s
MICA 46,0 14,3 80,4 87,3 40,8 187,6 0,001
MICB 67,4 34,8 109,7 88,9 48,8 113,8 0,102
ULBP1 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 3,0 0,025
ULBP-2/5/6 0,0 0,0 0,0 12,7 0,0 112,6 0,002
ULBP3 14,8 0,0 40,2 38,7 8,9 73,7 0,041
IL12 0,0 0,0 39,6 0,0 0,0 75,2 0,145
IL25 0,0 0,0 24,8 0,0 0,0 77,8 0,082
IL2 0,8 0,0 1,6 1,6 0,1 3,2 0,009
IL15 2,2 0,2 3,8 5,9 2,5 9,2 0,002
IL6 5,6 2,3 15,3 32,4 12,5 76,3 0,000
IL1B 0,0 0,0 0,4 0,1 0,0 1,5 0,061
IL18 478,4 298,9 770,3 594,1 393,5 824,5 0,166
ILIRA 2,3x104 1,6x103 | 4,4x103 4,5x103 2,4x103 1,0x104 0,012
IL36 B 2,2 0,5 5,5 4,4 1,6 5,8 0,082
IL33 0,0 0,0 0,1 0,0 0,0 1,4 0,110
IL31 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,2 0,234
IL7 3,3 1,3 6,1 2,6 1,5 5,0 0,912
IL10 0,0 0,0 5,0 2,7 0,0 6,2 0,063
IL8/CXCL8 6,2 1,2 10,8 10,4 5,4 14,7 0,006
CXCL10 236,4 34,4 629,7 617,3 92,6 1503,8 0,023
CcCL2 206,5 149,5 298,3 323,8 155,2 472,3 0,025
CXCL2 464,5 160,5 857,2 215,1 99,6 530,4 0,072
CXCL9 362,0 241,6 680,5 7344 363,0 1058,1 0,014
CCL8 65,0 31,0 164,2 103,2 50,2 170,6 0,141
IFN-A3 15,9 0,0 48,9 23,8 0,0 53,2 0,476
IFN-A2 26,8 0,0 70,4 0,0 0,0 26,8 0,015
IFNa 0,8 0,0 10,0 3,3 0,1 9,2 0,153
IFNy 2,1 0,0 7,5 1,6 0,0 13,6 0,522
IFNB 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,294
FAS L 24,3 16,8 29,4 16,5 10,1 23,3 0,001
TNFa 4,7 2,3 7,2 7,3 51 11,9 0,000
TRAIL 46,3 19,3 121,3 32,7 14,3 45,7 0,026
[GRANZIMA A] 43,8 25,8 53,6 38,9 24,7 50,7 0,683
Actividad GzmA 478,0 245,4 1309,1 1012,8 392,7 2874,5 0,011
[GRANZIMA B] 11,5 5,2 22,0 16,4 10,3 21,0 0,249
Actividad GzmB 87,3 35,5 137,7 49,9 19,1 114,3 0,261
Fibronectina 1,3x108 7,7x107 | 1,9x108 1,7x108 9,2x10” | 2,9x10% 0,198

Tabla 13. Valores de los ligandos solubles en COVID-19 leve y moderado/grave. N.s: no significativo.
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Finalmente, respecto a las Gzms, los pacientes de mayor gravedad presentan un nivel

significativamente mas alto de la actividad de

*

GzmA con unos valores de 1012.8 pM/min en 20000 T
comparacion con 478.0 pM/min (p 0.011) - mm Leve
(Figura 25). No se observan diferencias en la SO0 ’ B Mod/Grave
actividad de GzmB, concentracion de GzmAy 40004
B, fibronectina, anti-trombina Il y a«a-2 2000-
macroglobulina (Tabla 13).

0.‘

GzmA
(pm/min)

Figura 25: Concentracion de GzmA en COVID-
19 leve y moderado/Grave.
0.01, *** p<0.001, ****p<0.0001

5.3.2 Con la mortalidad

De 67 pacientes que precisaron ingreso hospitalario, se produce el fallecimiento en 22
(32.8%). No se han observado diferencias con los supervivientes en cuanto al sexo o los
dias entre la FIS y la fecha de ingreso o extraccién de la muestra. La media de edad del
grupo de mortalidad es de 83.7, mientras que en el grupo que sobrevive es de 66.9. La
estancia hospitalaria también es significativamente superior en este grupo (17 dias en

comparacion con 10 dias en el grupo de supervivencia) (Tabla 14).

Exitus (n=22) | No éxitus (n=45) p
Edad; Media en anos (DT) 83.7 66.9 0.000
Hombre; N (%) 11 (50) 25(39.1) 0.455
Muijer; N (%) 11 (50) 39 (60.9) ’
Inicio de sintomas-ingreso; Media en dias (DT) 4.64 (4.23) 6.66 (5.67) 0.095
Inicio de sintomas — extraccion; Media en dias | 4.64 (4.24) 6.63 (5.68) 0.1000
(DT)
Estancia hospitalaria; Media en dias (DT) 17.3 10.7 (11.6) 0.028

Tabla 14. Caracteristicas demogrdficas de los grupos de supervivencia y mortalidad.
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Poblaciones celulares

A) Linfocitos: Al igual que ocurria en los pacientes moderados/graves en el
momento del ingreso, en los pacientes que fallecieron se observa una marcada
linfopenia, a expensas de las poblaciones T CD3*, CD4* y CD8*, con unos
recuentos relativos correspondientes de 50.8, 19.4 y 1.8 en el grupo de
mortalidad, en comparacion con 62.7, 31.4 y 5.0 en el grupo que sobreviven (p

0.001; 0.002 y 0.002 respectivamente) (Figura 26).

1004
80 » .
— Exitus
60 — m No
- m Si

ML
N .L“' ¥

T T T T

TCell TCD4+* TCD8* Treg NK NKT  Mon

Figura 26: Frecuencia de poblaciones celulares en pacientes con
COVID-19 en relacion con la mortalidad. *p<0.05, **p < 0.01, ***
p<0.001, ****p<0.0001

Al igual que ocurria también en el grupo de pacientes con infeccién por SARS-
CoV-2 moderada/grave, los pacientes que fallecieron presentan un mayor
recuento de linfocitos TCD8* exhaustos (GzmB'°¥) que expresan la molécula de
inhibicion LAG3* (13.4 Vs 7.1, p 0.020) en comparacion con los que sobreviven.
Esto ocurre a pesar de que el porcentaje de linfocitos T CD8* activados que
expresaban GzmB y LAG3* no varia entre pacientes que mueren o sobreviven
(81.2 Vs 67.8; p 0.1000) lo cual indica el aumento relativo de la poblacion de
linfocitos T CD8* exhaustos sobre la de activados en el grupo de sujetos que

fallecen (Figura 27).
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Figura 27: Frecuencia de expresion del punto
de control inhibitorio LAG3 en LTCD8" totales
(LAG3) y exhaustos (LAG3 GzmB'°") en
COVID-19 en relacion con la mortalidad.
*p<0.05, **p < 0.01, *** p<0.001,
*%%%n<0.0001

B) Células NK: Ademads, en los pacientes fallecidos el porcentaje de células NK es

significativamente mayor (19.2 Vs 13.7; p 0.010) (Figura 26), si bien no se

observan 1004
diferencias 'L‘

80_| - )
entre las dos - Exitus
subpoblaciones 60 I - - s | glo

* (]

principales

40
NKCD56Dim y I I
N KCD56Bright. 204 — ; l; l;

Tampoco se 0.

detectan TCell TCD4* TCD8* Treg NK  NKT  Mon

diferenciasenla

Figura 26: Frecuencia de poblaciones celulares en pacientes con COVID-19
en relacion con la mortalidad. *p<0.05, **p < 0.01, *** p<0.001,
de ****p<0.0001

expresion  de
receptores
activacion o inhibicién, ni en la presencia de células NK adaptativas o
subpoblaciones de células NK exhaustas o activadas en los pacientes que fallecen

en comparacién con los que sobreviven.
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C) Monocitos: No se hallan diferencias en las poblaciones monocitarias (Figura 26)

ni en ninguna de sus subpoblaciones clasicos, intermedios y no clasicos.

100-
80 . .
- Exitus
60+ —_ = No
. m Si

1] el “ ¥

T T T T ' T T

TCell TCD4* TCD8* Treg NK NKT Mon

Figura 26: Frecuencia de poblaciones celulares en pacientes con
COVID-19 en relacion con la mortalidad. *p<0.05, **p < 0.01, ***
p<0.001, ****p<0.0001

En cambio, si que se observa un valor I)
significativamente menor de los 100 -
subtipos cMon e iMon que expresan el ss] 0.087
punto de control inhibitorio TIM3*, de Exitus
w —
. , =z % = No
forma similar a lo que ocurria en los © - Si
&
. 40
pacientes que presentaban mayor L
gravedad de la infeccion, con unos 20
valores de 76.1y 87.3 en el grupo de los 0- ]
| T T
que fallecen en comparacién con 91.8 y cMon  iMon ncMon
M3+

95.5 de los supervivientes (p 0.004 vy

Figura 28: Frecuencia de expresion del

0.017) (Figura 28).

punto de control inhibitorio TIM3 en

monocitos cldsicos (cMon), intermedios
(iMon) y no cldsicos (ncMon) en pacientes
COVID-19 en relacion con la mortalidad.

*p<0.05, **p < 0.01, ***
*%%p<0.0001

p<0.001,
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Citoquinas y otros inmunomoduladores solubles

La mayor parte de las citoquinas y quimioquinas estudiadas se encuentran elevadas en
el grupo de pacientes que fallecen. Al igual que ocurria en el grupo de mayor gravedad
de la infeccidn, los ligandos solubles de NKG2D, MICA (106.9 Vs 54.1; p 0.024), ULBP-3
(59.1 Vs 20.5; p 0.032) y 2/5/6 (66.1 Vs 0.0; p 0.001) estan mas elevados (Tabla 15) Los
pacientes fallecidos (Figura 29) presentan a su ingreso niveles significativamente mas
altos de TNFa (9.7 Vs 5.5; p 0.018), IL2 (2.4 Vs 0.8; p 0.001), IL10 (5.2 Vs 0.0; p 0.004),
IL15 (5.8 Vs 2.9; p 0.05) e IL6 (57 Vs 12.1), y de los miembros de la familia de IL1, ILIRA
(8.6x103 Vs 2.8x103; p 0.001) e IL33 (0.4 Vs 0.0; p 0.026) (Tabla 15).

Las quimioquinas CXCL10 y CXCL9 estan aumentadas en los pacientes que fallecen, con
unos valores de 1325 y 831.8 frente a 247.3 y 557.7 del grupo de supervivencia
respectivamente (p < 0.05) y al igual que ocurria en el grupo de mayor gravedad. En
concreto, CXCL10 ademas diferenciaba de forma especifica no-COV-ITR e ID de la

infeccién por SARS-CoV-2 confirmada (Tabla 15).
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Figura 29: Frecuencia de citoquinas y quimioquinas en COVID-19 en relacion
con la mortalidad. *p<0.05, **p < 0.01, *** p<0.001, ****p<0.0001,
representados en la parte superior de la imagen, al lado de cada citoquina.
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A pesar de que no se observaron diferencias en las concentraciones de GzmA y B, la

actividad de la primera estd aumentada de

200004
forma significativa, con un valor de 1309.2 1 EXITUS
- m No
pM/min en el grupo de mortalidad en 6000+ = Si

comparacion con 673.1 del grupo de 4000

supervivencia (p 0.042), al igual que ocurria en
P (p ), aligual g 50004

el grupo de infeccion moderada/grave (Figura

0+
30).
GzmA
(pm/min)

Figura 30: Actividad de GzmA en pacientes
COVID-19 en relacion con la mortalidad.
*p<0.05, **p < 0.01, *** p<0.001,
*%%%p<0.0001
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106,9 51,2 187,6 54,1 20,3 135,1 0,024
91,9 73,2 118,0 70,2 33,9 106,6 0,054
0,0 0,0 3,0 0,0 0,0 0,0 0,336
66,1 0,0 121,1 0,0 0,0 17,8 0,001
59,1 20,0 74,9 20,5 0,0 50,3 0,032
16,4 0,0 112,4 0,0 0,0 55,0 0,220
0,0 0,0 49,2 0,0 0,0 44,5 0,459
2,4 1,0 4,2 0,8 0,0 2,3 0,001
5,8 3,1 9,2 2,9 0,8 6,8 0,053
57,0 22,5 86,0 12,1 4,1 28,0 0,000
0,3 0,0 1,5 0,0 0,0 0,8 0,335
588,7 410,7 824,5 523,0 335,4 798,4 0,566
8,6x10° 5,6x10° | 1,4x10° 2,8x10° 1,7x10* | 5,0x10° 0,001
4,5 2,3 6,7 3,1 0,7 5,5 0,150
0,4 0,0 1,8 0,0 0,0 0,6 0,026
0,0 0,0 0,2 0,0 0,0 0,0 0,034
2,0 1,2 4,6 3,4 1,5 5,7 0,455
5,2 2,0 9,8 0,0 0,0 4,7 0,004
10,1 5,4 15,3 7,2 3,4 12,1 0,198
1325,2 300,0 2227,7 247,3 40,9 805,9 0,002
275,6 114,2 472,3 243,6 159,0 378,2 0,843
170,7 93,3 285,6 441,6 139,7 797,4 0,018
831,8 363,0 1238,6 557,7 276,2 772,8 0,034
83,8 51,2 153,0 81,2 31,7 172,9 0,607
33,1 0,0 53,2 15,9 0,0 48,9 0,701
0,0 0,0 39,4 0,0 0,0 43,0 0,661
2,8 0,1 4,7 1,6 0,0 9,6 0,665
4,4 0,0 15,8 1,4 0,0 8,2 0,143
0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,754
14,1 9,6 24,9 18,7 13,3 26,5 0,143
9,7 51 12,7 5,5 3,8 8,1 0,018
32,8 14,3 38,5 42,8 17,4 75,4 0,078
21,0 17,9 50,9 45,0 29,2 51,5 0,223
1309,2 687,8 2874,5 673,1 294,4 1575,6 0,042
17,7 10,5 20,3 12,7 6,1 22,1 0,231
47,4 21,4 229,5 64,6 26,0 115,8 0,890
1,8x108 7x107 3,3x108 1,5x108 8,7x107 | 2,0x10® 0,514

Tabla 15. Valores de los ligandos solubles en los grupos de mortalidad y supervivencia.
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5.4 Correlacién entre actividad de granzimas e inflamacion

En el grupo de COVID-19 se observa una correlacion significativa positiva entre actividad
de GzmA vy las citoquinas IL2, IL6, IL33, IL31 y la quimioquina CXCL8 (Figura 31),
mostrando un adecuado paralelismo en su expresidon sin determinar puntos umbrales
de gravedad o mortalidad. La actividad de GzmB se correlacia positivamente con IL2,

IL6, ULBP3 y CXCLS.

B) Actividad de GzmA (pM/min)
w2 s ILBCXCLS
» 0229 =0.340] s . =007
p=0,034 e p=0s01 o p=0.047
2 .'o. B :.: ® . \2-“. :
CPPEIS PP LEP PPELP PPEEP PPPS
Actividad de GzmB (pM/min)

Figura 31: Correlacion entre actividad de GzmA y GzmB y citoquinas.

5.5 Descripcion de marcadores analiticos inflamatorios (ferritina,
procalcitonina y proteina C reactiva) y de coagulacién (INR, APTT, Dimero D) y

su correlacién con inmunomoduladores solubles

La ferritina alcanza unos niveles medios de 509 en pacientes moderados/graves, lo cual
la diferencia estadisticamente del grupo de los leves (258) (p 0.017). Las variables PCRy
DD también pueden discernir entre ambos grupos con significacion estadistica (Tabla
16). Los niveles elevados de ferritina también predicen el empeoramiento a los 7 dias,
mientras que niveles medios de PCR de 128.2 disciernen de forma significativa al grupo

de pacientes que fallecen.
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Tabla 16. Valores de marcadores analiticos entre los diferentes grupos de gravedad. Empeoramiento se define por
un aumento en los pardmetros de la escala respiratoria (Anexo 1). Q1: Primer cuartil, Q3: Tercer cuartil

Al analizar las curvas de correlacion entre los marcadores solubles y los reactantes
inflamatorios analiticos y de coagulacidén, se encuentra una relacidon fuertemente
positiva entre PCR y CXCL9, IL6 y ULBP-2/5/6. La PCT también muestra una correlacién
positiva con CXCL10, CXCL9, TNFa, IL6 y CXCL8. Los valores elevados de DD se relacionan
también con valores elevados de CXCL10, IL6 y ULBP-2/5/6. La actividad de Gzm A se

relaciona positivamente también con la elevacion del DD. (Tabla 17).

0.007 |0.959| -0.036 |0.830| 0.129 |0.241| -0.218 |0.046| -0.223 |0.043| 0.008 |0.951

0.146 |0.305| 0.364 |0.025| 0.185 |[0.092| 0.040 |0.715| -0.026 |0.813| 0.042 |0.759
0.263 |0.062| 0.210 |0.206| 0.109 |(0.326| 0.174 |0.114| -0.175 |0.114| 0.287 |0.031

-0.286 |0.042| -0.073 |0.665| -0.353 |0.001| -0.101 |0.360| 0.164 |0.139| -0.032 |0.813

0.092 |0.522| 0.592 |0.000f 0.330 (0.002| 0.126 |0.253| -0.134 |0.229| 0.407 |0.002
0.324 |0.021| 0.515 |0.001| 0.525 |[0.000| 0.222 |0.043| -0.174 |0.115| 0.355 |0.007
0.388 |0.005| 0.535 |0.001| 0.490 |[0.000f 0.223 [0.042| -0.085 |0.445| 0.361 |0.006
0.408 |0.003| 0.505 |0.001| 0.668 |[0.000f 0.451 |0.000| -0.046 |0.677| 0.429 |0.001
0.270 |0.055| 0.423 |0.008| 0.260 [0.017| 0.223 [0.042| 0.044 |0.694| -0.094 |0.488
0.268 |0.057| 0.331 |0.043| 0.287 |[0.008| 0.067 |0.547| -0.087 |0.437| -0.106 |0.431
0.285 |0.043| 0.314 |0.055| 0.415 |(0.000f 0.056 |0.613| -0.087 |0.434| 0.445 |0.001

0.142 |0.321| 0.116 |0.488| 0.289 |[0.008| 0.260 |0.017| -0.184 |0.097| 0.352 |0.007
0.295 |0.035| 0.253 |0.126| 0.243 |[0.026| 0.244 |0.025| 0.017 |0.876| 0.052 |0.703

Tabla 17. Correlacion entre marcadores analiticos y principales citoquinas.
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5.6 Andlisis multivariante de marcadores predictivos del diagndstico de la

infeccion, evolucién y mortalidad

A través del andlisis multivariante de regresién logistica se investigd si determinados
patrones constituidos por factores solubles (grupo 1) o poblaciones celulares (grupo 2)
especificos podian predecir el diagnéstico de la infeccién (COVID-19, HDs, no-COV-ITR)
y la evoluciéon clinica (gravedad al ingreso, empeoramiento a los 7 dias, muerte),
seleccionados tal y como se especifica en el apartado métodos (analisis estadistico). Los
resultados de los andlisis, incluyendo la odds ratio y los intervalos de confianza se

muestran en la tabla 18 y las figuras 32 y 33.

Al comparar infeccién por SARS-CoV-2 con HDs o no-COV-ITR, cuatro patrones de
variables podian clasificar con una elevada precision a los pacientes. Frente a HDs,
dentro del grupo 1 IL15, CXCL9, concentracion de GzmA vy actividad de GzmB
categorizaron con una precision del 97% el diagndstico de COVID-19. En el grupo 2, las
cuatro variables cMon TIM3*, ncMon TIM3*, Linfocitos Treg y LTCD8* activados
clasificaron correctamente al 94.7% de los pacientes con infeccién confirmada. La
presencia elevada de una Unica variable del grupo 1 (CXCL10) o el patrén constituido por

cuatro variables del grupo 2 (hcMon PD1%, células NK exhaustas LAG3*, células Treg,

COVID 19 vs HDs OR (95% Cl) p AuC
IL15 1,42 (1,05-1,94) 0,024
%‘;‘%‘;} CXCL9 1,02 (1,00-1,04) 0,019 0'19 %%)(Op9<9
S GzmA 1,26 (1,07-1,048) [ 0,005| 0001
Actlvidad de GzmB (pM/min) 1,04 (1,00-1,07) 0,025
nMon TIM3* 0,819 (0,722-0,929) | 0,002
cMon TIM3* 1,137 (1,035-1,249) | 0,007 | 0,990 (0,98-
Gg‘:‘;; Tree 1,695 (1,073-2,675) | 0,024] 1,00); p<
"7 I'LTCD8+ activados (CD38*HLA-DR*GzmB"®") 9,807 (2,426-39,648) | 0,001| 0,001
COVID 19 vs no-COV-ITR OR (95% Cl) P Auc
—— 0,70 (0,60-
P CXCL10 1,002 (1,001-1,004) | 0,006| 0,79); p=
76,1%
0,002
nMon PD1* 1,042 (1,016-1,069) | 0,002 0,787
Grupo 2 5 L - ’
79,6% NKP'™ exhaustas (GzmB'"" LAG3*) 1,054 (1,015-1,094) [ 0,006| (0,690-
Treg 0,885 (0,780-1,004) | 0,057 0,2(3)83());1p<
KD 1,088 (1,023-1,156) | 0,007 ’

Tabla 18. Andlisis multivariante con seleccion de variables (marcadores solubles o poblaciones
linfocitarias) que diferencian grupos de diagndstico. OR: Odds ratio. AUC: drea bajo la curva
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células NKP>¢Pim) nudieron determinar con éxito al 76.1% y 79.6% de los pacientes de

los grupos COVID-19 y no-COV-ITR respectivamente (Tabla 18).

p
—
~ LTCD8+ activados (0.001 )
8 ;e‘ Treg (0.024 H
o +

X3 cMon TIM3™ (0.007 H
0 ~

ncMon TIM3* (0.002

- GzmB Actividad (0.025)

s 55 GzmaA (0.005) —
xo

(G CXCLS9 (0.019)

IL15 (0.024)—

OR: COVID19 vs HDs

e

T T 1 T
0.0 05 1.0 1.5 20 10 20 30 40 50

Figura 32: Seleccion de marcadores solubles (Grupo 1) y poblaciones celulares
(Grupo 2) con capacidad diagndstica. OR: Probabilidad de pertenecer al grupo de
riesgo (COVID-19). OR>1 indica correlacion positiva, OR<1 indica correlacion

negativa.
p
NKDIm (0.007) -
~N
g 3 TTe0 (0.057)
25 2 NKDim exhaustos |
(GzmBLOW | AG3* (0.006)
ncMon PDT (0.002)+
2%
% © CXCL10 (0.006)4
o

OR: COVID19 vs NO-COV-TR

| 1 ! ; ! 1
07 08 09 10 11 12

Figura 33: Seleccion de marcadores solubles (Grupo 1) y poblaciones celulares (Grupo
2) con capacidad diagndstica. OR: Probabilidad de pertenecer al grupo de riesgo
(COVID-19). OR>1 indica correlacion positiva, OR<1 indica correlacion negativa.

En relacion con los factores de gravedad y predictores de evolucién clinica, los

resultados se muestran en la Tabla 19 y 20 y en las figuras 34, 35 y 36. Las variables de

edad, ULBP-2/5/6, IL6 e INFA2 clasificaron al ingreso al 85% de los pacientes con
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infeccion moderada/grave por SARS-CoV-2. Otro patrén constituido por once variables,

entre las que se incluyen la edad, LTCD8* activados y exhaustos y células NK adaptativas

predijeron correctamente la gravedad en el 87.2% de los pacientes

Edad 1,066 (1,020-1,115) [ 0,005 | o (0,88
ULBP-2/5/6 1,017 (1,001-1,033) | 0,035 | " gg). <
IL6 1,058 (1,018-1,099) | 0,004 | 0,001
IFN-A2 0,949 (0,918-0,980) | 0,002

Edad 1,067 (1,022-1,115) | 0,003

NKT 1,169 (1,019-1,342) | 0,026

NK adaptativas (NK*™ NKG2A,, 1,068 (1,009-1131) | 0,024

CD57*, NKG2C')

NK®™ exhaustas (GzmB'*LAG3") | 1,085 (1,001-1,177) | 0,048 o, (0,86-
NK°™ exhaustas (GzmB""TIM3*) [ 0,889 (0,794-0,994) | 0,040 (’),97),',p<
cMon TIM3* 0,939 (0,889-0,993) | 0,026 | 0,001
cMon LAG3' 0,966 (0,935-0,998) | 0,036

LTCD8+ exhaustos (GzmB*"

LAGH] ( 1,095 (0,985-1,216) | 0,092

CD38HLAR® TIM3' 0,913 (0,848-0,983) | 0,016

CD38'HLAR' PDT’ 1,083(1,006-1,166) | 0,035

Tabla 19. Variables con capacidad de diferenciar COVID-19 leve de moderado/Grave OR: Odds

ratio. AUC: drea bajo la curva

p

LTCD8+ activados CD38* (HLADR* PD1*) (0.035) -
LTCD8+ activados CD38 (HLADR* TIM3*) (0.016)
LTCD8* exhaustos(GzmBLOW LAG3+) (0.092) -

~ cMon LAG3* (0.036) -
eF cMon TIM3* (0.026)
B NKDM _ 6 adas (GzmBBAGt TIM3*) (0.040)
o NKDIM 40 otadas (GzmBLOW LAG3*) (0.048)
NK adaptativas (0.024)

NKT (0.026) -

Edad (0.003) -

- IFN-)2 (0.002)
Rz IL6 (0.004)~
z8 ULBP-2/5/6 (0.035)-
o= Edad (0.005) -

OR: Moderado/Grave vs Leve

T T
06 08 10 12 14

Figura 34: Seleccion de marcadores solubles (Grupo 1) y poblaciones celulares
(Grupo 2) con capacidad para diferenciar COVID-19 leve de moderado/grave. OR:
Probabilidad de pertenecer al grupo de riesgo (moderado/grave). OR>1 indica
correlacion positiva, OR<1 indica correlacion negativa.
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El empeoramiento a los 7 dias, definido como un aumento de los pardmetros en la escala

respiratoria (Anexo 1), se pudo determinar con una precision del 83.1% y 80.5% usando

los patrones de seis variables del grupo 1 (CXCL10, CXCL9, CCLS, IFNa, TNFa y GzmB) y

2 variables del grupo 2 (células NKP>6P™my cMon LAG3*) respectivamente (Tabla 20 y

figura 35).

Finalmente, en relacidn con la capacidad de prediccién de mortalidad, dos conjuntos de

cuatro variables alcanzaron una precisién del 80.5%: en el grupo 1 la edad, el recuento

linfocitario, y los marcadores CXCL19 y TNFa y en el grupo 2 nuevamente la edad, el

recuento linfocitario, LTCD8* exhaustos con expresion de PD1* e iMon TIM3* (Tabla 20

y figura 36).

CXCL10

1,001 (1,000-1,002)

CXCL9 1,001 (1,000-1,002) | 0,075

ccis 0,995 (0,089-1,001) | 0,080 06733()?'25

IFNa 1,038(0,996-1,082) | 0,078 0,001

TNFa 0,931 (0,873-0,994) | 0,032

GzmB 1,013 (1,001-1,025) | 0,033

cMon LAG3* 1,033 (1,009-1,057) | 0,007 | 0,78 (0,66-
- 0,89);p=0,

NK®™ 1,137 (1,021-1,267) | 0,020 (91

Edad 1,105 (1,038-1,000) | 0,002 0,90 (0,84-
Linfocitos 0,998 (0,996-1,000) | 0,018 '1,00);'“
CXCL10 1,001 (1,000-1,002) 0,024| 0,001
TNFa 0,911 (0,835-0,995) [ 0,038

Edad 1,101 (1,035-1,171) | 0,002

Linfocitos 0,998(0,996-0,999) | 0,009 | 0,90 (0,83-
iMon TIM3* 0,946 (0,899-0,996) | 0,036 0,363());19<
LTCD8+ exhaustos (GzmB™" 1,588 (0,961-2,624) | 0,071 ’

PD1Y)

Tabla 20. Variables con capacidad prondstica predictiva en COVID-19. Empeoramiento se define
por un aumento en los pardmetros de la escala respiratoria (Anexo 1). OR: Odds ratio. AUC: drea

bajo la curva
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P OR: Empeoramiento al 7° dia

§§ NKDM (0 02)  ——
gg cMon LAG3* (0.007) .
GzmB (0.033) -o
TNFa (0.032) —o—
ég IFNa (0.078) -—0—
g e CCLS (0.08) c
CXCLS (0.075)- b
CXCL10 (0.02) - o

r T T T T T
0.8 0.9 1.0 11 1.2 13

Figura 35: Seleccion de marcadores solubles (Grupo 1) y poblaciones
celulares (Grupo 2) con capacidad prondstica (empeoramiento al 72 dia). OR:
Probabilidad de pertenecer al grupo de riesgo (empeoramiento al 7°dia)).
OR>1 indica correlacion positiva, OR<1 indica correlacion negativa.

p OR: Muerte
~ LTCD8* i P o
Q (GzmBLOW PD1*) (0.031)
$s iMon TIM3* (0.036) - .
&8 Linfocitos (0.009) H
Edad (0.002) fo
_ TNFa (0.038H] -
oz CXCL10 (0.024) B
2% :
13 Linfocitos (0.018) v
Edad (0.002) i
1 : T 1
0 1 2 3

Figura 36: Seleccion de marcadores solubles (Grupo 1) y poblaciones
celulares (Grupo 2) con capacidad prondstica de muerte. OR: Probabilidad
de pertenecer al grupo de riesgo (muerte). OR>1 indica correlacion positiva,
OR<1 indica correlacion negativa.
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6. FIGURAS SUPLEMENTARIAS

Figura Suplementaria 1A:

Mapa ViSNE de LTCD8* en HDs,

COVID-19 y no-COV-ITR.
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Figura Suplementaria 1B: FlowSOM
de LTCD8" con niveles de expresion
de GzmB, CD38, HLA-DR, TIM3, LAG3
y PD1. En la segunda parte de la
imagen se muestran los perfiles
celulares con expresion de estos
marcadores en HDs, COVID-19 y no-
COV-ITR.

*p<0.05, **p < 0.01, *** p<0.001,
*x4%0<0.0001
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Figura Suplementaria 2A:
Mapa viSNE de células NK en
funcion de marcadores de
diferenciacion, receptores de
activacion e inhibicion en
HDs, COVID-19 y no-COV-ITR.

coviD19 NON-COV-RTI

123456738

cD3
CD16
CD57 High
NKp30 £t
NKp46 §§
NKG2C S
Low
NKG2D
NKG2A
06 0.10
l_n_|
047 Em COVID19
§ 0.051
o Hm NO-COV-ITR
g 0.24
0 .00 l
0.04
MT4
06 03 06 06l
2 044 02+ 0.44
$
% 0.2 0.1 0.2
: Iml |led
004 004 = 0.0
MT5 MT6 MT7 MT8

Figura Suplementaria 2B: FlowSOM de células NK con niveles de expresion de CD3,
CD16 y marcadores de diferenciacion (CD57), receptores de activacion (NKp30,
NKp46, NKG2C, NKG2D) e inhibicion (NKG2A). En la segunda parte de la imagen se
muestran los perfiles celulares con expresion de estos marcadores en HDs, COVID-19
y no-COV-ITR.*p<0.05, **p < 0.01, *** p<0.001, ****p<0.0001
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Figura Suplementaria 2C:
Mapa ViSNE de células NK en
funcion de marcadores de
activacion y puntos de control
inhibitorios en HDs, COVID-19
CovID19 NON-COV-RTI y no-COV-ITR.
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Figura Suplementaria 2D: FlowSOM de células NK con niveles de expresion de CD3, marcadores de
activacion (HLA-DR, GzmB"9"), agotamiento (GzmB°") y puntos de control inhibitorios. En la
segunda parte de la imagen se muestran los perfiles celulares con expresion de estos marcadores en
HDs, COVID-19 y no-COV-ITR. *p<0.05, **p < 0.01, *** p<0.001, ****p<0.0001
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HD COVID19 NON-COV-RTI Figura Suplementaria 3A:

Mapa viSNE de monocitos en
HDs, COVID-19 y no-COV-ITR.
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Figura Suplementaria 3B: FlowSOM de monocitos con expresion de marcadores de diferenciacion (CD14, CD16), activacion
(HLA-DR, GzmB"9"), agotamiento (GzmB"°*) y puntos de control inhibitorios. En la sequnda parte de la imagen se muestran los
perfiles celulares con expresion de estos marcadores en HDs, COVID-19 y no-COV-ITR. *p<0.05, **p < 0.01, *** p<0.001,
*%%%n<0.0001
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Figura Suplementaria 4: MST de los metaclusteres generados por FlowSOM de LTCD8+ en HDs, COVID-19 y no-CoV-ITR.
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COVID19 NON-COV-RTI

Figura Suplementaria 5: MST de los metaclusteres originados por FlowSOM de células NK con expresion de marcadores de
diferenciacion (CD57), activacion (NKG2C, NKG2D, NKp30, NKp46) e inhibicion (NKG2A) en HDs, COVID-19 y no-CoV-ITR.
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Figura Suplementaria 6: MST de los metaclusteres originados por FlowSOM de células NK con expresion de marcadores de
activacion (HLA-DR, GzmBHigh), agotamiento (GzmBLow) y puntos de control inhibitorios en HDs, COVID-19 y no-CoV-ITR.
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Figura Suplementaria 7: MIST de los metaclusteres originados por FlowSOM de monocitos en HDs, COVID-19 y no-CoV-ITR.
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7. DISCUSION

La respuesta inmune generada tras la infeccion por SARS-CoV-2 todavia no ha sido
completamente perfilada. Después de provocar mas de cuatro millones de muertes y
graves crisis sociales, y a pesar de haber alcanzado la produccion de vacunas segurasy
eficaces, Unicamente se ha podido matizar su fisiopatologia, especialmente compleja en
los casos graves. En nuestro estudio se han analizado las poblaciones celulares
implicadas en la respuesta inmune innata y adaptativa, asi como los niveles de
citoquinas y otros ligandos solubles inmunorreguladores en pacientes con infeccion por
SARS-CoV-2, otras infecciones respiratorias, otras patologias que motivaron ingreso
hospitalario y controles sanos. De este modo se han generado diferentes perfiles que
podrian tener potencial utilidad diagndstica y prondstica al representar firmas

inmunoldgicas de COVID-19 y otras patologias.

Nuestro andlisis de poblaciones celulares mostré un recuento linfocitario global menor
en aquellos pacientes con infeccidon por SARS-CoV-2, al igual que se ha visto en otros
estudios®’, especialmente en los casos criticos y con mayor mortalidad, lo que puede
traducirse en un potencial predictor de gravedad clinica y respuesta al tratamiento. Esta
linfopenia podria estar justificada por un dafio citopatico viral indirecto a través de la
accion de mediadores inmunes citotéxicos, por la redistribucion dirigida al lecho
pulmonar o por una falta de proliferacién clonal y apoptosis generada por un estado
precoz de agotamiento. El dafio citopatico directo es improbable que justifique la
linfopenia, dado que los linfocitos T no disponen de receptor ACE228. Esta linfopenia se
hace mas llamativa en pacientes de edad elevada, con mayor riesgo de neumonia y
SDRA. Estudios previos sugirieron que este aumento de riesgo podria estar justificado
por un aumento en los niveles de expresién de ACE2 correlacionado con la edad®. No
obstante, en estudios posteriores en los que se ha examinado la expresion y distribucion
de ACE2 en biopsias pulmonares se ha visto que, contrariamente a lo planteado
inicialmente, los niveles de ACE2 disminuyen con la edad. De hecho, los mayores niveles
de esta proteina se han encontrado en nifios, donde la enfermedad suele presentarse

de forma leve o asintomatica, siendo mayores incluso que en pacientes fumadores o
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con historia oncoldgica pulmonar®®®!. De esta forma la intensidad de la expresion de
ACE2 no es suficiente para justificar la mayor o menor vulnerabilidad a la infeccién ni la

desregulacién de la respuesta inmune encontrada entre sujetos leves frente a graves.

Los linfocitos T juegan un papel fundamental en el aclaramiento viral, siendo los LTCD8*
responsables de la mayor actividad citotéxica mediante la produccidon de granzimas y
perforina, como se ha visto en otras infecciones respiratorias como el virus respiratorio
sincitial (VRS) o la gripe®”. El grupo de pacientes con infecciéon por SARS-CoV-2 se
caracterizd por una intensa activacién de LTCD8"*, pero también por la aparicidn precoz
simultdnea de varios puntos de control inhibitorios, especialmente TIM3 y LAG3, siendo
este Ultimo nuevamente mayor en los casos graves y en aquellos pacientes que fallecian.
En la citometria de alta dimensidn resulta especialmente patente la coexpresion de
varios marcadores de control en la misma célula, diferenciando COVID-19 de no-CoV-
ITR. En condiciones normales la expresidn intensa y simultanea de estos puntos de
control inhibitorios ocurre cuando se ha resuelto la infeccidon con el objetivo de evitar
fendmenos inmunopatolégicos, proceso conocido como agotamiento. Cuando este
agotamiento aparece antes de producirse el control de la infeccidn, se traduce en un
estado de disfuncion celular que impide un control eficaz del virus92. Este agotamiento
se genera habitualmente por una presencia persistente de los antigenos que estimulan
el receptor celular de los linfocitos T, lo cual los reprograma transcripcionalmente,
provocando una pérdida de funcién y una mayor expresion de receptores de inhibicidon
celular. Las actividades citoliticas como la producciéon de citoquinas y moléculas
citotoxicas como las granzimas son mas resistentes a la extincién y suelen mantener
niveles elevados hasta alcanzar los estados mds severos de agotamiento®2. En la cohorte
de infeccion por SARS-CoV-2 era llamativa la expresion de TIM3 y especialmente LAG3,
siendo este Ultimo correlativo con una mayor predisposicion a la gravedad de la
infeccion. Este hallazgo se ha obtenido en otros estudios, tanto en el andlisis de
marcadores de control inhibitorio en sangre periférica como en lavado broncoalveolar,
estando su concentracién directamente relacionada con la carga viral®*®, lo que
explicaria que el agotamiento celular falle en el control de la replicacién del patégeno.
Sin embargo, estos estudios se han centrado principalmente en el andlisis de PD1,

siendo nuestros resultados los primeros que analizan TIM3 y LAG3 a nivel de proteinas
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celulares sugiriendo un posible papel de estos puntos de control en el estado de
agotamiento de LT CD8*. Hay que destacar que estas moléculas no son exclusivas de un
estado de agotamiento, ya que aparecen durante la activacién celular con una funcién
de inmunotolerancia frente a células sanas*. Es cuando se expresan en mayor cantidad
y acompanadas de otros puntos de control, y en ausencia de moléculas citotéxicas como
granzimas, cuando son habitualmente considerados un sello de agotamiento celular y
de progresion de la infeccién. En ese momento constituyen un potente inhibidor que
bloquea la proliferacion clonal y funcional de linfocitos T efectores y células NK y es
capaz de activar la apoptosis celular, pudiendo interrumpir una respuesta antiviral
inmune eficiente. En nuestro caso, la intensa activacién de LTCD8* podria estar
contrabalanceada por la aparicién de este estado de agotamiento, limitando asi la

respuesta antiviral.

Sin embargo, en el grupo de COVID-19 es llamativa la coexpresidon de estos puntos de
control inhibitorios junto a marcadores de activaciéon (HLA-DR, CD38) y mantenimiento
en la produccién de GzmB, por lo que es razonable dudar de una pérdida de las
funciones efectoras, al menos total. Igualmente, en el estudio publicado por Min-Seok
Rha et al, la presencia de LTCD8* con expresion de PD1 en pacientes con COVID-19 en
fase aguda y convaleciente iba acompafiada de produccidon de IFNy y de otros
marcadores de activacién, por lo que abogaban por un mantenimiento de
funcionalidad®®, aunque se desconoce si pudiera ser residual por esta Ultima pérdida de

la actividad citotéxica comentada previamente.

Aunque la expresién de estos marcadores de inhibicion es un fendmeno tipico de
infecciones crénicas o tumorales, se ha descrito también en infecciones respiratorias
agudas, como la causada por el metapneumovirus humano en ratones®’. Los resultados
obtenidos hacen reflexionar sobre la posibilidad de que SARS-CoV-2 evada la respuesta
inmune mediante la disfuncién de LTCD8" a través de un agotamiento precoz generado
por un estimulo antigénico persistente provocado por una excesiva produccién de
citoquinas. El bloqueo uUnico o simultaneo de estas vias de inhibicién celular puede
suponer un prometedor objetivo terapéutico. En la actualidad, se encuentran

aprobados varios tratamientos que bloguean la accién de PD1 (pembrolizumab,
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nivolumab, cemiplimab) o de su ligando (durvalumab, atezolizumab, avelumab) en
diferentes neoplasias®. La evidencia y la seguridad es menor en lo referente al
tratamiento de infecciones. En estudios animales se ha utilizado en infecciones crénicas
como el virus de la hepatitis C o el Virus de la Coriomeningitis Linfocitaria, consiguiendo
una revigorizaciéon de los LTCD8* exhaustos y una disminucién de la carga viral®*®3. En
humanos el bloqueo de PD1 con nivolumab mejoré la inmunidad frente a la infeccidn
por VIH%. La experiencia en infecciones del tracto respiratorio se limita a estudios in
vitro, donde se observé que el bloqueo de PD1 aumentaba la actividad de LTCD8* en
infecciones agudas causadas por el VRS y algunos HCoVs®’. Nuestro andlisis defiende
gue el blogueo de LAG3 pudiera ser mas eficaz para incrementar la respuesta inmune,
aungue la coexpresidn de varios puntos de control inhibitorios en la citometria de alta
dimension probablemente justificaria un bloqueo simultdneo de todos ellos para

alcanzar mayor respuesta de LTCD8"*.

Los LTreg también se encontraban elevados en el grupo de COVID-19 al comparar con
HDs, aunque no hubo diferencias al analizar por nivel de gravedad. Estos linfocitos
generan sefiales cruciales para la homeostasis inmune y la autotolerancia, pero también

pueden inhibir respuestas protectoras contra patdgenos®>.

En cuanto a las células NK, otro de los componentes clave en la inmunidad viral®?, en el
grupo de infeccidon por SARS-CoV-2 se produjo un aumento de su recuento, asi como
una mayor diferenciacién con la aparicion de células NK adaptativas y una intensa
activacion con aumento del marcador NKG2D, en especial en las células con perfil
citotdxico (NKP°6P'm)  Este mismo aumento de células NK CD57* se reprodujo en el
grupo de mayor gravedad, asi como una activacion intensa pero a través del marcador
NKG2C*, hechos descritos en otros estudios'®. Este exceso de activacidn de células NK
podria ser responsable de una respuesta inflamatoria exacerbada que resultara en dafio
tisular, como se ha descrito en la sepsis. Por ejemplo, la deplecién de células NK en
modelos murinos con infeccién sistémica por Escherichia coli o Brucella microti ha
demostrado mejorar la supervivencia, reducir la produccién de citoquinas y producir

menor dafio organico*10?,
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Al igual que ocurria con los LTCD8*, también fue llamativa la aparicién precoz de una
gran proporcidon de células NKP>¢Pim exhaustas, con la expresidn simultdnea de PD1y
fundamentalmente LAG3, al comparar con los otros dos grupos de diagndstico, aunque
estas diferencias no se obtuvieron en el grupo de mayor gravedad ni mortalidad. De esta
forma, la intensa activacion de células NK también se veria nuevamente limitada por la
aparicion precoz de células exhaustas. En el estudio publicado por Zheng M. et al,
también se apreciaba una mayor proporcion de células NK exhaustas que expresaban el
receptor de inhibicidon NKG2A en el grupo de infeccién por SARS-CoV-2, normalizandose
estos valores durante la fase convaleciente'®. Clasicamente, la expresiéon de PD1y LAG
se ha considerado marcador critico de agotamiento, aunque los estudios al respecto
vuelven a mostrar discrepancias®*. Es posible que en este caso la expresion de estos
puntos de control inhibitorios no implique una pérdida completa de funcionalidad,
como podria plantearse por los niveles elevados de GzmB que se encontraron en COVID-

19 al comparar con no-CoV-ITR o ID, producida también por células NKP>6Pim,

En lo referente a los monocitos, en la cohorte de infeccién por SARS-CoV-2 se
observaron niveles menores que HDs y menor expresion de ICls. Este descenso se
repetia en el porcentaje de iMon en el grupo de mayor gravedad, pudiendo estar ambos
factores relacionados con una menor capacidad de presentacion inicial de antigenos y

un retraso en la activacion inmune.

La presencia heterogénea de LTCD8* y células NK activadas y exhaustas fue acompafiada
de una agresiva respuesta inmune caracterizada por una masiva produccion de casi
todas las citoquinas en los pacientes con COVID-19, en especial en aquellos de mayor
gravedad y mortalidad, algo similar a lo descrito en SARS-CoV“e. De entre ellas, IL18,
TNFa y el ligando de muerte celular TRAIL diferenciaban la infecciéon por SARS-CoV-2 de
HDs, no-CoV-ITR e ID, por lo que podrian tener utilidad como marcadores diagndsticos.
De entre ellos, TNFa junto a otras citoquinas como IL2 e IL1RA se asociaron a mayor
gravedad y mortalidad. La elevacidn de IL6 y otras como IL12 o IL15, no era especifica

de COVID-19, apareciendo también en otras infecciones respiratorias y otras patologias.
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La presencia constante de TNFa en los pacientes criticos iria por una parte a favor del
mantenimiento de las funciones efectoras de LTCD8* y NK a pesar de la expresion de
ICls, dado que es una citoquina que se reduce en los primeros pasos de agotamiento®?,
aunqgue su produccién también estd condicionada a otras células como monocitos,
macrofagos y leucocitos. Por otro lado, en pacientes mayores de 65 afios con linfocitos
envejecidos (con mayor riesgo de COVID-19 critica e ingreso en UCI), esta elevacidon
persistente de TNFa podria inducir la apoptosis de linfocitos T%, lo cual si que podria

justificar la mayor linfopenia detectada en esta cohorte de riesgo.

La mayor parte de las quimioquinas también se encontraban sobre-expresadas,
hallando las mayores diferencias al comparar con HDs. CXCL10, CCL2, CCL8 y CXCL9
estaban elevadas de forma especifica en la infeccidon por SARS-CoV-2 frente a los otros
tres grupos de comparacion, mientras que CXCL10, CXCL9 y CCL2 se relacionaron con
una mayor vulnerabilidad y riesgo de mortalidad, lo que podria plantear su utilidad
como marcadores diagndsticos y prondsticos y su posible papel fisiopatolégico. Este
planteamiento se confirmé en el analisis multivariante, donde CXCL10 y CXCL9 junto con

TNF a demostraron una elevada capacidad diagndstica y prondstica de muerte.

Se ha demostrado que una masiva produccién de citoquinas atrae en gran medida a
otras células inflamatorias como monocitos, LTCD8*y NK (100) generando una respuesta
inflamatoria desproporcionada. En estudios clinicos se han documentado
concentraciones elevadas de CXCL10 en pacientes sépticos, lo cual se ha correlacionado
con riesgo de evolucion a shock séptico y muerte. También esta documentado el papel
que juega CXCL10 en la progresién a SDRA tras dafio pulmonar viral'®*. En estudios
experimentales, ratones manipulados genéticamente para la incapacidad de expresion
de CXCL10 o tratados con inmunoglobulina anti-CXCL10 mostraron menor produccion
de citoquinas, menor disfuncidn orgdnica y mayor supervivencia que los ratones
comunes tras la induccién de sepsis mediante puncion cecal, sin afectar al control de la
carga bacteriana. Esta ausencia en la generacion de CXCL10 fue ligada a un menor trafico
y activacion de células inflamatorias al lecho peritoneal, lo cual también se correlacioné
con una menor mortalidad'®®. Resultados similares se han obtenido en otros estudios

104

animales con infeccién por Influenza'® o sepsis neumocdcical®®. En cambio, en modelos
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animales con infecciones menos graves, CXCL10 ha demostrado su utilidad en el control
de la carga bacteriana, por lo que su uso como bloqueo terapéutico Unicamente se
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podria plantear en aquellos casos en los que se produjera disfuncidon organica'®>, en

nuestro caso generalmente por progresion a SDRA.

La firma inmune representada por tanto por interleuquinas, quimioquinas y también
ligandos solubles podia diferenciar COVID-19 de otras infecciones respiratorias y otras
patologias y predecir la gravedad. En cuanto a los ligandos solubles, los miembros de la
familia MIC y ULBP, ligandos del receptor de activaciéon NKG2D, aparecian de forma
constante elevados en COVID-19 y en los pacientes moderados/graves y que fallecian.
Estas moléculas son capaces de bloquear LTCD8* y células NK al unirse al receptor de
activacion NKG2D y competir con los ligandos expresados en la membrana de las células
infectadas. No obstante, en el seno de una infeccion no controlada, la masiva
produccién de ligandos de NKG2D inhibiria las funciones efectoras de LTCD8* y células
NK, pudiendo justificar una respuesta antiviral ineficiente a pesar de la intensa presencia
de células activadas, especialmente en pacientes criticos. Ademas, es posible que la
sobreproduccién de sNKG2DL regule a la baja la expresion de NKG2D, impidiendo asi su
union a otros receptores de membrana celulares que permitirian la activacién de células
NK y LTCD8*°. De esta forma, el bloqueo terapéutico de ICIs con el objetivo de
intensificar esta respuesta podria ser insuficiente debido a la presencia elevada de
sNKG2DL. Hasta la fecha se han descrito multiples virus (VIH, Epstein Barr, Hepatitis C,
Varicela Zoster...) capaces de evadir la activacion de células NK mediante esta

produccidn de ligandos solubles de NKG2D y por tanto resistentes a esta via inmune?.

Dentro de la familia de las serin proteasas, la GzmB presenta la mayor actividad
citotdxica, ejerciendo su funcion mediante la penetracion celular a través de la perforina
e induciendo la apoptosis, mientras que GzmA regula la respuesta inflamatoria a través
de complejas vias extracelulares'®’. Ambas son producidas principalmente por LTCD8*y
células NK, y estan involucradas en la fisiopatologia de la sepsis mediante la muerte
celular, la atraccion y produccién de citoquinas y la lesidon endotelial, contribuyendo asi
al dafio orgénico y encontrdndose niveles elevados en este tipo de pacientes*. En

ratones GzmA KO la sepsis inducida por el patégeno Brucella microti se correlacioné con
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una menor expresion de citoquinas proinflamatorias y una mayor supervivencia, sin
afectar a los niveles de carga bacteriana. De la misma forma, la transferencia de células
NK productoras de GzmA a los ratones deficientes restauré la susceptibilidad a la
sepsis*!. En otro modelo animal con ratones GzmA KO, la induccién de sepsis mediante
puncidén cecal mostré una mayor supervivencia y una menor atraccion de mediadores
inflamatorios, sin afectarse tampoco el control de la carga bacteriana*. Ademds, GzmA
puede activar la cascada de la coagulacion durante procesos inflamatorios mediante la
generacion de citoquinas responsables del dafio endotelial y la activacidn plaquetaria,
creando un estado procoagulante*2. Por otro lado, GzmB se ha visto implicada en la
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gravedad de numerosas patologias autoinmunes e inflamatorias'®®, y su deficiencia se

ha relacionado con un mejor prondstico*°.

En nuestro estudio, en el grupo de infeccidon por SARS-CoV-2 se observaron
concentraciones mas elevadas de GzmA y GzmB, sugiriendo una agresiva respuesta
inflamatoria y citotdxica, con una intensa atraccion de interleuquinas y quimioquinas

generada por GzmA, como se vio también en el andlisis de correlacion. Curiosamente la
concentracion de Gzms no siempre iba en linea con la actividad, lo que se explica por la
probable presencia de formas inactivas en la circulacion debido a la actuaciéon de
inhibidores extracelulares como la antitrombina Ill, disminuidos en procesos como la

sepsis y con una relacidn inversa con la mortalidad®?.

Esto explicaria por qué es la actividad de Gzms lo que se correlaciona con la gravedad, y
no la concentracién. De esta forma, en el grupo de pacientes criticos y mortalidad se
observé un aumento de la actividad de la GzmA, con la consiguiente intensificacion de
la respuesta ejecutada por citoquinas. Esta actividad, unida a la intensa presencia de
ILIRA, TNFa y CXCL10 también podria favorecer un estado protrombdtico*1°

observado clinicamente en los pacientes mas graves.

En cuanto al analisis realizado sobre los marcadores inflamatorios, ferritina, PCR y DD
eran capaces de diferenciar a los pacientes mdas graves y con mayor riesgo de
empeoramiento y muerte. En otros estudios se ha confirmado este valor predictivo, PCR

y ferritina como reactantes de inflamacién, y DD como producto de degradacion
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vascular en relacidn con el dafio endotelial'*'. Ademds, PCR y DD se correlacionaron de
forma positiva con las quimioquinas recogidas en los grupos de mayor gravedad, como

CXCL10 y CXCLY9, lo que confirma su valor prondstico.

En resumen, nuestro andlisis ha revelado una intensa activaciéon de LTCD8* y células NK
en la infeccidn grave por SARS-CoV-2, con la aparicién de células NK adaptativas. Esta
activacion probablemente se vea limitada en su eficacia del aclaramiento viral por la
aparicion simultdnea de TIM3, LAG3, o PD1 y ligandos del receptor NKG2D, y estd
acompafiada de una agresiva respuesta inflamatoria regulada por GzmA y ejecutada por

multiples interlequinas y quimioquinas.

Ademas de proporcionar conocimiento sobre la fisiopatologia de la respuesta inmune,
nuestro estudio ha permitido generar firmas inmunoldgicas que diferencian la infeccidon
por SARS-CoV-2 de otras infecciones respiratorias y otras patologias, validado sobre una
amplia cohorte de pacientes. También se han proporcionado marcadores con potencial
valor diagndstico y prondstico, como CXCL10 y se han planteado opciones terapéuticas

ya aplicadas en otras patologias.

No obstante, estos modelos requieren de un proceso de validacién externa en un mayor
numero de pacientes. Por otro lado, los grupos de HDs y COVID-19 difirieron en la edad
(44£12.5en HDsy 71.2+17.9 en COVID-19), por lo que inicialmente no se pudo descartar
gue esta diferencia influyera en la distribucion de las poblaciones celulares. No obstante,
los analisis se repitieron usando una antigua cohorte de HDs independiente (edad media
de 71.2) y se han encontrado resultados similares. Otra de las limitaciones del estudio
ha sido la ausencia de precisidon diagndstica en el grupo de no-CoV-ITR, sin especificar la
etiologia de la infeccidon respiratoria, lo que podria haber aportado una mayor
caracterizacion en las diferencias encontradas. Las condiciones extremas hospitalarias
de los meses de reclutamiento de los pacientes impidieron profundizar en el enfoque
diagndstico y la conservacién de las posibles muestras. Por otro lado, la recogida de las
muestras durante las primeras 24 horas, a la llegada del paciente a urgencias, implica
gue éstas no se pudieron ver influidas por posibles tratamientos inmunosupresores

aplicados con posterioridad durante el ingreso.
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8. CONCLUSIONES

1. Larespuestainmune provocada por SARS-CoV-2 es diferente a la encontrada en

otras infecciones respiratorias de patrdn clinico similar, asi como en otras

patologias no infecciosas y controles sanos.

d.

Esta respuesta inmune se caracteriza por una intensa activacién de
LTCD8* y células NK, lo que podria justificar parte del dafo tisular y la

lesion organica.

Esta activacion va acompafiada de la aparicion precoz de varios
marcadores de control inmunes inhibitorios, con la presencia simultanea
de células que producen Gzms y de marcadores de activacidn, junto con
células que no expresan Gzms, lo que apunta a un mantenimiento parcial

de su funcionalidad.

La disfuncidn en el control de la replicacion viral podria explicarse por la
presencia masiva de ligandos solubles del receptor NKG2D, que, al
bloquearlo, impedirian la activacion de funciones efectoras de células NK

y linfocitos T CD8".

El blogueo terapéutico Unico (fundamentalmente LAG3) o simultaneo de
varios puntos de control inmune inhibitorios puede constituir un
prometedor avance terapéutico en las formas graves de COVID-19,
reactivando asi la funcionalidad de células NK y LT. No obstante, para
revigorar la respuesta inmune, probablemente sea necesario el bloqueo

asociado de los ligandos solubles de NKG2D.

2. La infeccién por SARS-CoV-2 se caracteriza por una agresiva produccion de

interleuquinas y quimioquinas, algunas de ellas con capacidad diagndstica por
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presentarse de forma especifica (IL18, CXCL10, CCL2, CCL8, CXCL9) respecto a
no-CoV-ITR e ID.

3. Llainfeccién por SARS-CoV-2 presenta actividad elevada de GzmA y GzmB, mayor
a las encontradas en otras infecciones respiratorias y otras patologias. Esto
podria contribuir al dafio citotdxico observado en los tejidos y a la produccién de

altos niveles de citoquinas inflamatorias.

4. Las formas graves de SARS-CoV-2 presentan un perfil de células NK y linfocitos T
distinto a las formas leves, caracterizado por la aparicién de células NK
adaptativas y un fenotipo exhausto, observandose principalmente una alta

expresion del punto de control inhibitorio LAG3.

5. Larespuesta inmune por SARS-CoV-2 y sus formas graves se presentan con una
masiva produccion de interleuquinas y quimioquinas que también justificarian el

dafo pulmonar.

a. Especialmente la quimioquina CXCL10 aparece de forma especifica en la
infeccidon por SARS-CoV-2 y se relaciona de forma directa con la COVID-
19 criticay el riesgo de mortalidad. Ademas, su presencia constante junto

a otras citoquinas justificaria el estado protrombdtico de la enfermedad.

b. CXCL10 es un marcador util diagnéstico y prondstico de la infeccién por
SARS-CoV-2. Estudios previos apoyan también la posibilidad de utilizarlo

como diana terapéutica mediante un bloqueo de su funcionalidad.

6. Las formas moderadas/graves de SARS-CoV-2 se caracterizan por una intensa
produccién de ligandos solubles de NKG2D (familias MIC y ULBP), lo cual podria
justificar nuevamente la disfuncion de células NK y linfocitos en el control de la

replicacion viral.
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7. Lla actividad de GzmA extracelular se correlaciona de forma positiva con la
expresion de citoquinas inflamatorias (como IL2, IL6, IL31, IL33) y la quimioquina
CXCL8 y probablemente contribuya al estado inflamatorio descontrolado en las

formas graves de la infeccion.

8. Ferritina, PCR y Dimero D son determinaciones analiticas rutinarias con valor

prondstico en COVID-19 y con adecuada correlacién con marcadores inmunes

sugestivos de infeccion grave.
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9. ANEXO 1

Escala respiratoria.

No precisa oxigenoterapia
Precisa oxigenoterapia a <4 Ipm

Precisa oxigenoterapia a >4 Ipm

P w N

Precisa oxigenoterapia a > 4 lpm pero taquipnea (> 22 rpm o disnea de reposo o
de minimos esfuerzos)

5. Precisa soporte no invasivo CPAP/BIPAP

6. Ventilacidn mecdanica PaO2/FiO2 > 150

7. Ventilacidn mecéanica PaO2/FiO2 <= 150

8. Ventilacidon mecanica Pa02/FiO2 <= 150 y prono/ECMO
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