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RESUMEN

INTRODUCCION

Los mecanismos inmunoldgicos y los factores implicados en la etiopatogenia y el
prondstico de la enfermedad por coronavirus 2019 (COVID-19) continGan en gran
medida por dilucidar. En este estudio, investigamos el papel de las interacciones entre el
receptor similar a la inmunoglobulina de células asesinas (KIR, del inglés Killer-cell
immunoglobuline-like receptor) y el antigeno leucocitario humano de clase | (HLA-I)
en la susceptibilidad y la gravedad de la COVID-19, asi como el valor prondstico de

factores demogréaficos, analiticos y clinicos asociados a la COVID-19 grave.

METODOLOGIA

Se trata de un estudio transversal y retrospectivo con componentes analiticos en el que
se incluyeron 201 pacientes con infeccion por SARS-CoV2, de los que 100 habian
presentado una sintomatologia leve y/o moderada (1 a 4) y el resto grave (5 0 6) segun
la clasificacion modificada de la OMS. Ademaés, se compararon con 210 controles
sanos. Realizamos el genotipado KIR y HLA-I y el inmunofenotipado de los receptores
de células NK. Se realizd un analisis descriptivo y posteriormente una regresion
logistica binaria de las variables asociadas con la gravedad. Se utilizd el programa

estadistico SPSS v22 y el software libre “r”. Se considero significativo si la“p”’< 0,05.
RESULTADOS

Las células NK con un inmunofenotipo distintivo, que sugiere una activacion reciente
(KIR2DS4%*! cD16%" cD226% ! cD56™M"™ TIGIT™ "™ NKG2A™™), se expandieron

en pacientes con COVID-19 grave. Esto se asocié con una mayor frecuencia del

/ Universidad de Murcia
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receptor activador funcional A-telomérico KIR2DS4 en los pacientes graves frente a los
leves y/o moderados y los controles (83,7%, 55,7% y 36,2%, p <7,7 x 107°). En los
pacientes con infeccién leve y/o moderada, HLA-B*15:01 se asocio con frecuencias
mas altas del receptor activador B telomérico KIR3DS1 en comparacion con los
pacientes con otros subtipos de HLA-B*15 y los controles no infectados (90,9%, 42,9%
y 47,3%;p <.002;Pc = 0,022). Esto sugiere que HLA-B*15:01 mediante la
presentacion especifica de péptidos del SARS-CoV2, podria formar un neoligando que
interactia con KIR3DS1. Asimismo, un neoligando putativo para KIR2DS4 podria
surgir de otras moléculas de HLA-I que presenten péptidos de SARS-CoV2 expresadas

en células pulmonares presentadoras de antigeno infectadas y/o activadas.
CONCLUSIONES

Nuestros resultados confirman la existencia de factores demogréficos, clinicos y
analiticos que tienen valor prondstico en la COVID-19 grave, y apoyan un papel crucial
de las células NK en la variabilidad clinica de la COVID-19 con interacciones
especificas de KIR/ligando asociadas con la gravedad de la enfermedad. En concreto, el
receptor KIR2DS4 se asocié de forma estadisticamente significativa con un curso

clinico mas grave de la enfermedad tras la infeccion por SARS-CoV2.

Palabras clave: receptores KIR activadores, gravedad de COVID-19, HLA clase-

I, células NK , SARS-CoV-2
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SUMMARY

INTRODUCTION

The immunological mechanisms involved in the etiopathogenesis and prognostic
associated factors of coronavirus disease 2019 (COVID-19) remain to be elucidated. In
this study, we investigated the role of killer cell immunoglobulin-like receptor (KIR)
and human leukocyte antigen class-1 (HLA-I) interactions in the susceptibility and
severity of COVID-19; as well as we analyze the prognostic value of demographic,

analytical and clinical factors associated with the severity of COVID-19

METHODOLOGY

This was a cross-sectional, retrospective study with analytical components in which 201
patients with SARS-CoV2 infection were included, of whom 100 had presented with
mild and/or moderate symptomatology (1 to 4) and the rest severe (5 or 6) according to
the modified WHO classification. In addition, they were compared with 610 healthy
controls. We performed KIR and HLA-I genotyping and natural killer cell receptor
immunophenotyping. A descriptive analysis was performed followed by binary logistic
regression of the variables associated with severity. The SPSS v22 statistical program
and the free software "r" were used. It was considered significant if the "p" was less

than 0.05.

RESULTS

NK cells with a distinctive immunophenotype, suggesting recent activation
(KIR2DS4"™ CD16"" CD226"" CcD56"" TIGIT"" NKG2A""), were expanded in

patients with severe COVID-19. This was associated with a higher frequency of the A-

/ Universidad de Murcia

13



telomeric functional activating receptor KIR2DS4 in severe versus mild and/or
moderate patients and controls (83.7%, 55.7% and 36.2%, p <7.7 x 10 -9). In patients
with mild and/or moderate infection, HLA-B*15:01 was associated with higher
frequencies of B-telomeric activating receptor KIR3DS1 compared with patients with
other HLA-B*15 subtypes and uninfected controls (90.9%, 42.9% and 47.3%; p <.002;
Pc = 0.022). This strongly suggests that HLA-B*15:01 by specific presentation of
peptides from the SARS-CoV2, could form a neoligand that interacts with KIR3DS1.
Likewise, a putative neoligand for KIR2DS4 could arise from other HLA-I molecules
presenting SARS-CoV2 peptide expressed on infected and/or activated antigen-

presenting lung cells.

CONCLUSIONS

Our results confirm the existence of demographic, clinical and analytical factors that
have prognostic value for severe COVID-19, and support a crucial role of NK cells in
the clinical variability of COVID-19 with specific KIR/ligand interactions associated
with disease severity. Specifically, KIR2DS4 receptor was statistically significantly
associated with a more severe clinical course of disease following SARS-CoV2

infection.

Keywords: activating KIR receptor, COVID-19 severity, HLA class-I, NK cells,

SARS-CoV-2.
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GLOSARIO DE ABREVIATURAS

aa: aminoacidos

AA-Cent: region centromérica AA del gen KIR
AA: genotipo AA

AA-Tel: region telomérica AA del gen KIR
Ac: anticuerpos

ACEZ2: enzima convertidora de angiotensina 2
ADCC: antibody dependent cell cytotoxicity
ADN: &cido desoxirribonucleico

AEMPS: Agencia Espafiola del Medicamentos y Productos Sanitarios
aKIR: receptores activadores similares a las inmunoglobulinas
ALT: alanina transaminasa

ANOVA: analisis de varianza

ARN: &cido ribonucleico

ARNM: acido ribonucleico mensajero

Asn: asparagina

AST: aspartato transaminasa

BAT3: Tim-3 adaptor protein

BD: Beckon Dickinson

BUN: nitrégeno ureico en sangre

Bx-Cent: region centromérica Bx del gen KIR
Bx-Tel: region telomérica Bx del gen KIR

Bx: genotipo Bx

CCL19: Chemokine (C-C motif) ligand 19
CCL21: Chemokine (C-C motif) ligand 21

CD: antigeno de diferenciacion

CEACAMZ1: CEA Cell Adhesion Molecule 1
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Cen: centromérica

CK: Creatin quinasa

CL-SF: superfamilia de lectinas tipo ¢

CMV: citomegalovirus

CMVH: citomegalovirus humano

COVID-19: coronavirus disease 2019

CPK-MB: creatin fosfoquinasa miocérdica

CSG: coronaviridae study group’

CX3CL1: C-X3-C Motif Chemokine Ligand 1 (fractalcina)
CXCR3: C-X-C Motif Chemokine Receptor 3
CXCL9-11: Motif Chemokine Ligands 9 to 11 (
C3: componente 3 del complemento

C4: componente 4 del complemento

DAP10: DNAX activating protein of 10 kDa

DAP 12: DNAX activating protein of 12 kDa or KARAP
DD: dimero D

DE: desviacion estandar

dL: decilitro

DNAM-1: DNAX Accessory Molecule-1or CD226
Dx: dominio nimero X

ECMO: oxigenacion por membrana extracorporea
EDTA: acido etilendiaminotetracético

EPOC: enfermedad pulmonar obstructiva crénica
FA: fibrilacién auricular

Fc: fraccion constante de los anticuerpos

FcRIlla/ CD16: receptor fc activador or CD16
FcRy: receptores Fcy

FIS: fecha de inicio de sintomas

fKIR2DS4: funcional-KIR2DS4
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GGT: gamma-glutamil transferasa

GISAID: Global Initiative on Sharing All Influenza Data

GM-CSF: factor estimulante de colonias de granulocitos y macrofagos
Gripe HIN1: Influenza A virus subtype H1IN1 (hemagglutinin 1 and neuraminidase 1)
HCoV: coronavirus humanos

HDL.: high-density lipoprotein

HLA: human leucocyte antigen

HLA-A: human leucocyte antigen, class I, A

HLA-B: human leucocyte antigen, class I, B

HLA-C: human leucocyte antigen, class I, C

HLA-E: human leucocyte antigen, class I, E

HLA-SSO: Sequence-Specific Oligonucleotides kits allow the identification of Human
Leukocyte Antigen

HUVA: Hospital Universitario Virgen de la Arrixaca

IC: intervalo de confianza

ICTV: Comiteé Internacional de Taxonomia de Virus

IECAs: inhibidores de la enzima convertidora de angiotensina
IFM: intensidad de fluorescencia media

IFN-y: interferon gamma

Ig A, G, M: inmunoglobulina A, G, M

Ig-SF: superfamilia de las inmunoglobulinas

iKIR: receptores inhibidores similares a las inmunoglobulinas
IL2: interleuquina 2

IL6: interleuquina 6

IL7: interleuquina 7

IL8: interleuquina 8

IL10: interleuquina 10

IL 12: interleuquina 12

IL15: interleuquina 15
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IL17 interleuquina 17

IL18: interleuquina 18

IMC: indice de Masa Corporal

IMIB: Instituto Murciano de Investigacion Biosanitaria

INKR: inhibitory NK cell receptors

IOT: intubacion orotraqueal

IRA: insuficiencia renal aguda

IRC: Insuficiencia renal cronica

ITAM: motivo de activacion del inmunoreceptor basado en tirosina
ITIM: motivo de inhibicién del inmunoreceptor basado en tirosina
ITSM: motivo de cambio del inmunoreceptor basado en tirosina
IQR: rango intercuartilico

KDa: kilodalton

KIR: killer-cell immunoglobulin-like receptors

KIR-SSO: Sequence-Specific Oligonucleotides kits allow the identification of Killer
Immunoglobulin-like Receptor

KIR2DLA4: killer cell immunoglobulin like receptor, two Ig domains and long
cytoplasmic tail 4

KIR2DL5A: killer cell immunoglobulin like receptor, two Ig domains and long
cytoplasmic tail 5A

KIR2DL5B: killer cell immunoglobulin like receptor, two Ig domains and long
cytoplasmic tail 5B

KIR3DL1: killer cell immunoglobulin like receptor, three Ig domains and long
cytoplasmic tail 1

KIR2DL1/5: killer cell immunoglobulin like receptor, two Ig domains and long
cytoplasmic tail 1/5

KIR3DL1/2: killer cell immunoglobulin like receptor, three Ig domains and long
cytoplasmic tail 1/2

KIR2DS1/5: killer cell immunoglobulin like receptor, two Ig domains and short
cytoplasmic tail 1/5

KIR3DS1: killer cell immunoglobulin like receptor, three Ig domains and short
cytoplasmic tail 1

KIR2DS4: killer cell immunoglobulin like receptor, two Ig domains and short
cytoplasmic tail 4
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KIR3DS1: killer cell immunoglobulin like receptor, three lg domains and short
cytoplasmic tail 1

KIR B-teloméricos: genes region telomérica B de KIR

KLR: Killer cell lectin-like receptor

KLRG-1/MAFA: Killer cell lectin-like receptor subfamily G member 1
L: long

LAIR: Leukocyte-associated immunoglobulin-like receptor

LAIR-1: Leukocyte-associated immunoglobulin-like receptor 1
LDH: lactato deshidrogenasa

LILR/LIR: Leukocyte immunoglobulin-like receptor
LILRB1/ILT2/LIRY: Leukocyte immunoglobulin-like receptor subfamily B member 1
Linfocitos T CD8+: linfocitos T citotéxicos

Lintocitos T CD4+: linfocitos T colaboradores

Lys: lisina

LRC: leucoyte receptor complex

MALT: tejido linfoide asociada a mucosas

Mb: megabases

MERS-CoV: coronavirus del sindrome respiratorio de oriente medio
Mg: miligramos

MHC: mayor histocompatibility complex

MICA: MHC class | chain related sequence A

MICB: MHC class | chain related sequence B

mL mililitro

mmHg: milimetros de mercurio

NAAT: Nucleic Acid Amplification Tests

NADbs: neutralizing antibodys

N-CAM1/CD56: Neural Cell Adhesion Molecule 1

NCBI: Centro Nacional de Informacién Biotecnoldgica

NCR: receptores citotoxicos naturales
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ng nanogramos

NK: natural killer

NKcs: natural killer cells

NKG2A: natural killer group 2a

NKG2B: natural killer group 2b

NKG2C: natural killer group 2c

NKG2D: natural killer group 2d

NKGZ2E: natural killer group 2e

NKp30: natural killer protein 30

NKp44: natural killer protein 44

NKp46: natural Killer protein 46

NKp65: natural Killer protein 65

NKp80: natural killer protein 80

NKR: natural killer receptor

NKR-P1: natural killer cell receptor protein 1

NS: no significativo

Nt-proBNP: N-terminal pro-brain natriuretic peptide
OAF: oxigeno a alto flujo

OMS: Organizacion Mundial de la Salud

OR: odd ratio

02: oxigeno

PAFI: presion arterial de oxigeno/fraccion inspirada de oxigeno (PaO2/Fi02)
Pb: pares de bases

Pc: método de correccion conservador de Bonferroni
PCR: proteina c reactiva

PCR-SSO: reaccion en cadena de la polimerasa - secuencia especifica de
oligonucledétidos

PCR-SSOP: reaccion en cadena de la polimerasa- sondas de oligonucleétidos de
secuencia especifica

PDB: banco de datos de proteinas
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PE: ficoeritrina

PLC: complejo de carga de péptidos

Ppla: poliproteina replicasa 1a

Pplb: poliproteina replicasa 1b

Proteina E: proteina de envoltura

Proteina M: proteina de membrana

Proteina N: proteina de la nucleocépside

Proteina S: proteina spike

QIAGEN: QlAamp-DNA-Blood-Mini-kit

RADT: rapid antigens diagnostic test

RBD: receptor binding domain

RE: reticulo endoplasmico

RPM: respiraciones por minutos

RT-PCR: reaccion en cadena de la polimerasa con transcriptasa inversa
S: short

SAFI: saturacion arterial de oxigeno/fraccion inspirada de oxigeno (SO2/Fi02)
SAP: proteina asociada a SLAM

SARS-CoV1: coronavirus del sindrome respiratorio agudo severo 1
SARS-CoV?2: coronavirus del sindrome respiratorio agudo severo 2
SDRA: sindrome de distress respiratorio agudo

SG: supervivencia global

SHP-1,2: Src homology region 2 domain-containing phosphatase-1, 2
SHIP: Src homology 2-containing inositol phosphatase

SIDA: sindrome de inmunodeficiencia adquirida

Siglec 7: Sialic acid-binding Ig-like lectin 7

SLAM: Signaling lymphocytic activation molecule

SLP: Supervivencia Libre de Progresion

SOFA: escala de evaluacion secuencial de insuficiencia organica
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SOFA (Sequential Organ Failure Assessment score o score para Evaluacion de Fallo
Organico Secuencial).

TAG: triacilglicéridos

TCR: T-cell receptor

Tel: telomérica

TH1: Type 1 T helper

TIGIT: T cell immunoreceptor with Ig and ITIM domains
TMPRSS2: transmembrane protease, serine 2
TNF alfa: factor de necrosis tumoral alfa
TP: tiempo de protrombina

trNK: Tissue-Resident Natural Killer Cells
UCI: unidad de cuidados intensivos
ULBP: UL16 binding protein 1

VEB: virus epstein-bar

VHB: virus hepatitis B

VHC: virus hepatitis ¢

VHS: virus herpes simple

VIH: virus de inmunodeficiencia humano
VMI: ventilacion mecanica invasiva
VMNI: ventilacion mecénica no invasiva
VOC: Varients of Concern

VOI: Varients of Interest

VSG: velocidad de sedimentacion globular
VVZ: virus varicela zoster

2B4: also known as SLAMF4 or signaling lymphocyte-activation molecule family
member 4

2D: dos dominios
3D: tres dominios
2019n-Cov: coronavirus 2019

pL: microlitro
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INTRODUCCION

1. HISTORIA DEL NUEVO CORONAVIRUS

El sindrome agudo respiratorio severo causado por el nuevo virus de la familia de los
coronavirus SARS-CoV?2 asociado con la enfermedad del coronavirus 2019 (COVID-
19) surgi6 en Wuhan, una ciudad de la provincia china de Hubei, extendiéndose tras su
aparicion de forma rapida por todo el mundo, provocando una pandemia mundial,

seguida de una crisis sanitaria y econoémica histdrica (1).

En diciembre de 2019, un grupo de pacientes con neumonia de causa desconocida se
vincul6 a un mercado mayorista de productos del mar en Wuhan, China. En las
muestras de estos pacientes con neumonia se descubrié un beta coronavirus de ARN

envuelto, previamente desconocido, al que se Ilamo inicialmente 2019-nCov (2).

El andlisis gendmico revel6 que el SARS-CoV2 esté relacionado filogenéticamente con
los virus de los murcielagos similares al sindrome respiratorio agudo severo (SARS), lo
que sugiere que los murciélagos podrian ser el posible reservorio primario. No obstante,
se desconoce si el virus se transmite directamente de los murciélagos o mediante algin

otro mecanismo (por ejemplo, a través de un huésped intermedio) (3)

El 11 de febrero de 2020, la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) denominé a la
enfermedad producida por este agente etiolégico como COVID-19 (Coronavirus
Disease, 2019). Posteriormente, y a pesar de las extensas medidas de contencién, la
enfermedad continué avanzando y fue declarada como pandemia por la OMS el 11 de

marzo de ese mismo afo.
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2. FAMILIA CORONAVIRIDAE: CORONAVIRUS ANTES DEL SARS-COV2

A. TAXONOMIA DE LOS CORONAVIRUS: LA FAMILIA CORONAVIRIDAE

Descubiertos por primera vez en 1960, los miembros de la familia Coronaviridae, un
grupo monofilético del orden Nidovirales, son virus envueltos de ARN que afectan a
tres clases de vertebrados: mamiferos (coronavirus y torovirus), aves (coronavirus) y
peces (bafinivirus). La clasificacion actual de los coronavirus reconoce 39 especies en
27 subgéneros, cuatro géneros (alfa, beta, gamma y delta) y dos subfamilias:
Letovirinae y Orthocoronavirinae, perteneciendo a ésta Ultima los coronavirus

relacionados con el sindrome respiratorio agudo severo humano (4).

En términos de tamafio del genoma y complejidad genética, los Coronaviridae son los
virus de ARN mas grandes identificados hasta ahora, con hasta 160 mm de didmetro. Su
nombre deriva de su forma esférica, decorada en su superficie por proyecciones
grandes, en forma de pico, que en micrografias electrénicas dan una apariencia
caracteristica de corona solar (3). Esta membrana exterior deriva del huésped y rodea el
genoma, que estd encerrado, a su vez, en una nucleocépside que es helicoidal en su
forma relajada pero asume una forma aproximadamente esférica en la particula del
virus. A través de estos picos, los viriones se unen a los receptores de la célula huésped
y liberan su genoma en el citoplasma de la célula diana mediante la fusion de la
envoltura viral con la membrana plasmética. Se inicia asi el ciclo de replicacion viral

con el ensamblaje y maduracién del virus, que culmina en su nueva liberacion.

La composicion virologica de los coronavirus se caracteriza por compartir dos proteinas

no estructurales (poliproteinas replicasas ppla y pplab, subdivididas en 16 proteinas,
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incluida la ARN polimerasa dependiente de ARN), y cuatro proteinas estructurales

esenciales (Figura 1) que pueden interferir con la respuesta inmunitaria del huésped (5).

Nucleocapsid protein

— Envelope glycoprotein (E)

RNA

Membrane glycoprotein (M)

Lipid bilayer

Figura 1 (3): Estructura del coronavirus humano causante de la COVID-19.

o La proteina Spike (S) es una glicoproteina de membrana homotrimérica grande
(1128-1472 aa), que se proyecta a través de la envoltura viral y forma los picos
caracteristicos en la "corona" del coronavirus. Es una proteina de fusién que media
la union al receptor principal en la célula huésped (a través de su subunidad S1 N-
terminal, que se divide, a su vez, en dominio N terminal y dominio de unién al
receptor) y la fusion consiguiente con su membrana (a través de su subunidad S2 C-
terminal). Como consecuencia de ello, esta proteina se ha convertido en el principal
inductor de anticuerpos neutralizantes del virus, los cuales son provocados

principalmente por epitopos en la mitad amino-terminal de la molécula.

o La proteina de membrana (M) juega un papel importante en el ensamblaje viral y
ademas, su extremo N-terminal, expuesto a la superficie, induce anticuerpos que

pueden neutralizar la infectividad del virus en presencia de complemento.
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o La proteina de la nucleocapside (N) se asocia con el ARN viral para formar la
nucleocapside. Entre sus funciones destaca la posibilidad de estar involucrada en la
regulacién de la sintesis de ARN viral, y de interactuar con la proteina M durante la
gemacion del virus. Por otra parte, es un antigeno dominante durante la infeccién
natural siendo reconocida por los linfocitos T citotoxicos, pero se ha visto que los
anticuerpos especificos de N pueden proporcionar poca proteccién inmunitaria, y

son principalmente de relevancia sero-diagnostica (6).

o La proteina de envoltura (E) es una proteina de membrana pentamérica pequefa
(74-109 aa) con actividad de canal i6nico y/o permeabilizacion de la membrana,
cuya funcidn precisa se desconoce, considerandose principalmente un componente
estructural. No obstante, en el caso del SARS secundario a la infeccion por el nuevo
coronavirus, esta proteina se ha identificado como un factor de virulencia, siendo
necesaria, junto con las proteinas M y N, para el correcto ensamblaje y la liberacion

del virus.

B. EPIDEMIOLOGIA DE LOS CORONAVIRUS

Los coronavirus del resfriado comin son ubicuos y las infecciones pueden ocurrir en
cualquier época del afio; no obstante, se observa cierta estacionalidad segun el clima,
aunque con resultados contradictorios al respecto. En regiones de clima templado suele
haber picos de mayor incidencia en invierno y picos mas pequefios en otofio y
primavera, mientras que en regiones subtropicales los brotes se dan predominantemente

en primavera y otofio (7).

Se propagan por distintas vias, predominando una u otra, segun la especie: por via aérea
a través del contacto con secreciones infectadas o gotas grandes de aerosol, por fomites

0 bien, por via fecal-oral (8).
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La inmunidad se desarrolla poco después de la infeccion, pero disminuye gradualmente
con el tiempo. La reinfeccion es comun, presumiblemente debido a la disminucion de la

inmunidad, pero posiblemente debido a la variacion antigénica dentro de las especies

9).

C. ANTECEDENTES HISTORICOS DE CORONAVIRUS PATOGENOS HUMANOS

Segun la especie de coronavirus, el hospedador es distinto. Hasta la fecha, se han
identificado maultiples huéspedes animales, entre los que se incluyen: aves y varias
especies de mamiferos, como camellos, murciélagos, civetas de palma enmascaradas,

ratones, perros y gatos, entre otros; ademas del ser humano(10)-

Los coronavirus humanos (HCoV) pertenecen a dos de los cuatro géneros descritos
dentro de la familia Coronaviridae (alfa y beta), y existen un total de siete especies
patdgenas para el ser humano: coronavirus alfa (HCoV-229E y HCoV-NL63) y
coronavirus beta (HCoV-HKU1, HCoV-OC43, coronavirus del sindrome respiratorio de
Oriente Medio [MERS-CoV], coronavirus del sindrome respiratorio agudo grave

[SARS-CoV]) y SARS-CoV-2) (11)

Hasta hace tan solo dos décadas, los sintomas clinicos derivados de los coronavirus
humanos patdgenos (Betacoronavirus-1 subespecie HCoV-0C43
y AlphacoronavirusHCoV-229E) se asociaban, en su mayoria, a cuadros leves
derivados de resfriados comunes o infecciones gastrointestinales, muy a menudo
asintomaticas, que fueron considerados durante mucho tiempo de una importancia
clinica modesta (12). No obstante, si se habian producito casos graves o letales en
animales, tales como: la infeccidn neuroldgica grave asociada con hepatitis que acaba

en desmielinizacién y paralisis, producida por el coronavirus murino (género
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Betacoronavirus)(13); o distintas infecciones sistémicas inmunomediadas de evolucion
fatal, producidas por algunos miembros de la especie Alphacoronavirus 1 (coronavirus

felino, canino y huron).

En los ultimos 20 afos, sin embargo, han surgido dos nuevas especies de coronavirus
que han ocasionado dos epidemias a gran escala, anteriores a la pandemia actual,

acabando con este pensamiento previo:

1) El coronavirus responsable de la epidemia del Sindrome Respiratorio Agudo Severo
(SARS-CoV1), un nuevo betacoronavirus que surgio en el sur de China (2002-2004)
(14) y supuso el primer ejemplo del potencial devastador de los coronavirus humanos.
Esta zoonosis, con su reservorio en los murciélagos, fue transmitida a los humanos por
las civetas de las palmas, causando, tras ello, sintomas clinicos similares a los de la
gripe, que en algunos casos se complicaba siendo potencialmente letales en forma de
neumonia, linfopenia pronunciada, anomalias hepéaticas y Sindrome de Distress

Respiratorio Agudo (SDRA) (1).

2) EIl coronavirus responsable del brote del Sindrome Respiratorio de Oriente Medio
(MERS-CoV), que se detectdé por primera vez en Arabia Saudita en 2012 (15). Este
virus, originado también en murciélagos, tiene como huesped intermedio el camello
dromedario, y de forma similar al coronavirus del SARS, se manifiesta en forma de
fiebre, disnea, dolor muscular y sintomas del tracto digestivo, que pueden progresar a
una forma grave de la enfermedad, que afecta, con mayor probabilidad, a personas con

comorbilidades.

Los analisis de secuenciacion genética del nuevo SARS-CoV2 revelaron que este
comparte un 79% de identidad de nucledtidos con el SARS-CoV-1 y un 51,8% de

identidad con MERS-CoV/(12). Asi pues, a pesar de que los CoVH altamente patdgenos
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se han convertido en un problema de forma relativamente reciente, la pandemia actual
de la COVID-19 no es la primera gran amenaza microbioldgica para los humanos, ni

tampoco serd la Gltima.

3. NUEVO CORONAVIRUS: SARS-COV?2

A. VIROLOGIA DEL SARS-COV2

Ante el actual brote de la enfermedad respiratoria aguda asociada al coronavirus 2019
(COVID-19), el Coronaviridae Study Group (CSG) del Comité Internacional de
Taxonomia de Virus (ICTV) evalud la ubicacién del patégeno humano, tentativamente
denominado 2019-nCoV, dentro del Coronaviridae. Segun la filogenia, la taxonomia y
la préctica establecida, el CSG reconoce que este virus forma un clado hermano del
prototipo del coronavirus del Sindrome Respiratorio Agudo Severo humano y de
murciélago (SARS-CoV), y lo designa como SARS-CoV2, ya que la secuenciacion del
genoma completo y el andlisis filogenético indicd que es un betacoronavirus del mismo
subgénero que el primero, pero en un clado diferente. EI MERS, por su parte, parece

tener una relacion mas lejana®.

B. EPIDEMIOLOGIA DEL SARS-COV?2
e Vias de transmisioén

El principal medio de transmision del SARS-CoV?2 es la transmisidn directa de persona
a persona mediante la inhalacion de las gotas y aerosoles respiratorios emitidos por un
enfermo hasta las vias respiratorias superiores e inferiores de una persona susceptible

(16,17). Otra posible via de transmisidn sin un papel primario, es la transmision a través
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de fomites mediante el contacto de las membranas mucosas de personas susceptibles

con superficies contaminadas (18).

Por otra parte, aunque se ha detectado material genético de SARS-CoV2 en muestras no
respiratorias, incluidas heces, sangre, secreciones oculares y semen, a dia de hoy el
papel de estos lugares como potenciales focos de transmision sigue siendo incierto (51).
Igualmente, no hay evidencia que sugiera que los animales sean una fuente importante
de infeccion en los seres humanos, aunque no por ello hay que restarle importancia. Se
han informado brotes en granjas de visones en Europa y en los Estados Unidos, y en
este entorno, se han descrito casos sospechosos de transmision de visones a humanos.
El contacto del virus con otras especies animales puede introducir nuevas variantes en
los humanos que resulten en modificaciones de transmisibilidad o virulencia y en una

disminucion de la eficacia del tratamiento y de la vacuna (52).

Respecto al posible riesgo de transmision vertical del SARS-CoV2, aun no esta claro,
evidenciandose hasta la fecha unos pocos casos bien documentados de infecciones
placentarias en recién nacidos que sugieren una probable transmision en el (tero,
aunque poco comun (21). Respecto a la transmisién a través de la leche materna, solo se
ha podido detectar RNA en la leche, no virus viables y en los casos detectados no se ha

podido descartar la transmision por contacto (22).

e Periodo de transmision o infectividad

Se estima que el potencial de transmision de SARS-CoV2 al inicio de la pandemia
comenzaba hasta dos dias antes del desarrollo de los sintomas, con poca probabilidad de
contagio a partir de los 7-10 dias, sobre todo en pacientes inmunocompetentes con
infeccion no grave; mientras que en los casos mas graves y de mayor edad el periodo de

contagio era mayor, observandose una duracion mas intensa y duradera de la
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eliminacion del ARN viral. No obstante, durante la evolucion de la pandemia han
aparecido nuevas variantes, como la omicron, con mas de 30 mutaciones en la proteina
Spike, que se han asociado con cambios en su periodo de infectividad (23), y con un
aumento de su transmision en el periodo presintomatico, hasta 12 veces mayor respecto
a las primeras variantes, que justifica la disminucion de la eficacia de las medidas

preventivas de control iniciadas ante la aparicion de sintomas (24).

e Riesgo de exposicion

El tipo de exposicién que entrafia mayor riesgo de contagio frente al SARS-CoV2, es un
contacto directo y prolongado, en ambientes cerrados como el hogar o en entornos
colectivos, que se hace mayor cuanto mas cercano y duradero sea (23). En cuanto al
riesgo dependiente de la presencia de ARN viral en las secreciones respiratorias de la
persona infectada, se ha observado que los infectados presentan en su mayoria una alta
carga viral antes del inicio de los sintomas y en los primeros dias de la aparicion de la
clinica, con un tiempo de desaparicion posterior dependiente de la gravedad del curso
clinico. Mientras que en los pacientes con una infeccién leve practicamente desaparece
antes del dia 10 (25), en personas graves, con valores hasta 60 veces superior de carga

viral, el tiempo hasta su desaparicion puede ser mas duradero (26).

C. VARIANTES DEL NUEVO CORONAVIRUS

Una variante es un genoma viral que puede contener una 0 mas mutaciones. La tasa
estimada de mutacion del SARS-CoV?2 es similar a la de otros virus del orden de los
Nidovirales, aunque evoluciona méas lentamente que otros virus ARN conocidos, como
el de la gripe o el VIH, situandose su tasa de evolucion aproximada en dos cambios de

nucledtidos al mes. Asi, el SARS-CoV2 ha cambiado desde su aparicion de forma
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constante, acumulando mutaciones en su codigo genético cada vez que se replica en su
transmision persona-persona, lo que ha dado lugar a la aparicion continua de nuevas

variantes desde el inicio de la pandemia.

El peligro de esto, es que aunque la mayoria de las mutaciones en las nuevas variantes
no afectan a la funcidn viral, algunos cambios, sin embargo, como aquellos que se dan
en la secuencia de la proteina Spike, si pueden afectar a las propiedades del virus, tales
como: la facilidad con la que se propaga, la gravedad de la enfermedad asociada o el
rendimiento de las vacunas, los tratamientos farmacologicos, las herramientas

diagnosticas u otras medidas sociales y de salud pablica (27).

Ante este posible riesgo, se promovio la creacion de distintas iniciativas a nivel nacional
e internacional para la deteccion de las distintas variantes de COVID-19 (28), y se
impulso la caracterizacion de lo que hoy en dia se conoce como Variantes de Interés y
Variantes de Preocupacion, o también denominadas por sus siglas en inglés como VOI
(Variants of Interest) o VOC (Variants of Concern), respectivamente. Consideramos
VOC a aquellas variantes que pueden tener un impacto significativo en la situacién
epidemioldgica de nuestro pais y para las que existen evidencias de un posible
incremento en la transmisibilidad, la gravedad de la enfermedad y/o el escape a la
respuesta inmunitaria. Consideramos VOI a aquellas que, con una probabilidad menor,
podrian también tener un impacto en la situacion epidemiologica en Espafia o para las
que existen indicios de un incremento en la transmisibilidad, la gravedad y/o el escape a

la respuesta inmunitaria con un grado menor de certeza (29).

Respecto a la nomenclatura de estas variantes, en la actualidad el Grupo de trabajo de la

OMS ha recomendado el uso de letras del alfabeto griego, es decir, Alpha, Beta,
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Gamma, Delta, Omicron, etc. que seran mas faciles y practicas para ser discutidas por

audiencias no cientificas (29).

Asi mismo, cada variante del SARS-CoV?2 tiene, a su vez, distintos linajes, causantes
todos ellos de la COVID-19. Un linaje es un grupo de virus estrechamente relacionados
con un ancestro comun. Para entenderlo, debemos imaginar el arbol filogenético del
SARS-CoV2 como un arbol genealdgico en donde se expresan todos los parientes que
se desprenden del virus, de forma tal, que cada una de las ramas que surgen
directamente de el son denominados linajes (designados para identificarlos con una
serie de numeros y una letra del abecedario, considerando su érden de aparicion y su
composicion genética). Asi, por ejemplo, la variante Omicron, dominante en Espafia en
el momento de la elaboracion de este manuscrito, comprende cinco linajes (BA.1, BA.2,
BA.3, BA.4 y BA.5). Las mutaciones que definen estos linajes se han relacionado con el
grado de evasion a la respuesta inmunitaria y por el momento no existen indicios de que

ninguno de estos linajes se relacione con una mayor gravedad (30).

De esta manera, se espera que sigan surgiendo nuevas variantes de SARS-CoV2,
algunas de las cuales surgirdn y desapareceran, mientras que otras surgiran y
continuardn extendiéndose, pudiendo reemplazar a las variantes anteriores. La
introduccion de la vacuna ha generado otras posibilidades, como la produccion de
mutaciones de escape 0 que el virus pueda llegar a desaparecer por la presion de la

vacuna (30).

D. RECEPTOR PRINCIPAL EN LA CELULA HUESPED DEL SARS-COV2

Entendiendo la similitud filogenética mencionada del SARS-CoV2 con el SARS-CoV,

podemos entender que el receptor del huésped para la entrada en las células de ambos
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virus sea el mismo. Se trata de la enzima convertidora de angiotensina 2 o ACE2, la
cual, se expresa principalmente en las células epiteliales de las vias respiratorias y en las
células endoteliales vasculares, aunque también se encuentra en varios tejidos asociados
como el tracto gastrointestinal (Gl), el sistema cardiovascular y el cerebro. De esta
manera, el SARS-CoV-2, a través del dominio de union al receptor de su proteina Spike
(S), se une a ACE2 como receptor de la célula diana del huésped, en sinergia con la
enzima serina proteasa 2 transmembrana (TMPRSS2), y se inicia, con ello, el ciclo de
replicacion viral en la célula diana. Esta unién justifica la afinidad del virus
principalmente por las células epiteliales de los tejidos mencionados v,
consiguientemente, su expresion clinica habitual en forma de infecciones
gastrointestinales y respiratorias, que pueden ser agudas, o cronicas con la diseminacion
prolongada del virus. No obstante, la expresion de este receptor no es homogénea. La
mayor concentracion de receptores ACE2 y TMPRSS2 se encuentra en las células
ciliadas de la mucosa nasal, mientras que ésta es un 80% inferior en la trdquea, los
bronquios y el tejido pulmonar; lo que se ha correlacionado de forma directa, a su vez,
con la capacidad del SARS-CoV-2 de infectar las células a lo largo del tracto

respiratorio (31).

E. MANIFESTACIONES CLINICAS DEL SARS-COV2

El espectro clinico de la COVID-19 varia, segun los estudios y el momento de la
pandemia considerado, desde formas asintomaticas, documentadas en un 33-50% de los
infectados (32), hasta formas sintomaticas con desarrollo de neumonia como
manifestacidon grave mas frecuente, en el 3,9-14% de los casos, o de enfermedad critica

(con insuficiencia respiratoria, shock o disfuncion multi-organica) en el 0,4-5% (33).
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Entre los pacientes con COVID-19 sintomatico, la tos, las mialgias y el dolor de cabeza
son los sintomas mas frecuentemente descritos al inicio, seguido de la diarrea, el dolor
de garganta y las anomalias en el olfato o el gusto; pudiendo afectar ademas, a otra gran
cantidad de oOrganos y sistemas con sintomas variados neurolégicos, cardioldgicos,
oftalmoldgicos, otorrinolaringolégicos, dermatoldgicos y hematoldgicos, con un
aumento de los fendmenos tromboticos asociados. Los estudios de autopsia han
observado ARN del SARS-CoV-2 detectable en los rifiones, el higado, el corazon, el
cerebro y la sangre, ademéas de muestras del tracto respiratorio, lo que sugiere que el

virus se disemina sistémicamente en algunos casos (34).

Una vez el paciente desarrolla sintomas, el curso evolutivo de la enfermedad podria
dividirse en tres fases segun el espectro de gravedad que alcance el paciente (Figura 2):
() Fase de infeccion inicial: implica el periodo de replicacion viral que va desde la
incubacion y los primeros dias de inicio de los sintomas. Suele haber una
sintomatologia leve, y a menudo no especifica, como malestar general, cefalea, mialgias
y tos seca. Durante este periodo, el SARS-CoV2 se multiplica principalmente en el
sistema respiratorio, aungque puede afectar a maltiples 6rganos como el endotelio, rifidn,
tracto digestivo, etc; (Il) Fase pulmonar: en la que la multiplicacion viral y la
inflamacion localizada en el pulmén es la norma, desarrollando los pacientes una
neumonia viral con tos, fiebre y, posiblemente hipoxia (definida como una Pa02/Fi02 de
<300 mmHg), con imagenes en la radiografia de toérax que revelan infiltrados bilaterales
u opacidades en vidrio esmerilado; (I1l) Fase grave o de hiperinflamacion: a la que
pasara una minoria de pacientes con COVID-19, y que se manifiesta como un sindrome
de hiperinflamacion sistémica extrapulmonar. En esta etapa, los marcadores de

inflamacion sistémica estdn marcadamente elevados (particularmente, la interleucina
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(IL)-2, IL-6, IL-7, factor estimulante de colonias de granulocitos, la proteina
inflamatoria de macréfagos 1 alfa, el factor de necrosis tumoral-alfa, la proteina C
reactiva, la ferritina y el dimero D), asi como también se encuentran niveles elevados de
LDH, transaminasas hepaticas, troponinas y péptido natriurético de tipo NT-proBNP;
con disminucién asociada de la albimina, las plaquetas, asi como de los recuentos de
células T colaboradoras, supresoras y reguladoras que se refleja en una linfopenia
marcada. La linfopenia es un hallazgo que se observa hasta en el 90% de las series de
pacientes hospitalizados por COVID-19 (35). También se ha descrito un sindrome
inflamatorio multisistémico con caracteristicas similares a la enfermedad de Kawasaki y
al sindrome de shock toxico en nifios con COVID-19. En los casos raros en los que se
ha informado en adultos, este sindrome se ha caracterizado por marcadores
inflamatorios marcadamente elevados y disfuncion multiorganica (en particular,

disfuncion cardiaca) (36).

Stage | Stage Il Stage Il
(Early Infection) (Pulmonary Phase) (Hyperinflammation Phase)
]

A ns

Viral response phase

Severity of lliness

Time course

Shortness of Breath without
{IlA) and with Hypoxia {118}
{Pa02/Fi02<300mmHg)

ARDS
SIRS/Shock
Cardiac Failure

Mild constitutional symptoms
Cinical Fever >99.6'F
Symptoms Dry Cough
AmeneRens
-

Potentiol A quine, hydroxychloroquine, cs lescent plasma

Therapies 's Reduce immunosuppression Careful use of Corticosteroids; statins; human immunoglobulin,
(avoid excess steroids) IL-1/IL-2/IL-6/JAK inhibitors/GM-CSF Inhibitors ]

Abnormal chest imaging Elevated inflammatory markers
Transaminitis

Low-normal procalcitonin

(CRP, LDH, IL-6, D-dimer, ferritin}
Troponin, NT-proBNP elevation

Figura 2 (35): Clasificacion de los estadios patoldgicos de la COVID-19.
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En cuanto al tiempo de recuperacion de la COVID-19, es muy variable y depende de la
edad, las comorbilidades preexistentes, asi como de la gravedad de la enfermedad. Se
espera que las personas con infeccién leve se recuperen con relativa rapidez (en torno a
dos semanas de media), mientras que aquellas personas con una forma grave de la

enfermedad tardan mas en recuperarse (en torno a dos o tres meses de media) (37).

Sin embargo, los datos sugieren que incluso los pacientes con enfermedad menos grave
que nunca fueron hospitalizados, a menudo han informado sintomas prolongados y
persistentes, pasadas 4 e incluso 12 semanas tras el primer episodio de COVID-19,
independientemente de la gravedad de éste. La OMS ha definido por consenso esta
entidad como condicion post COVID-19, también conocido como COVID persistente.
Los sintomas y signos referidos por las personas que padecen la condicion post
COVID-19 son extremadamente numerosos y variados, lo que afiade complejidad al
sindrome en cuanto a su diagndstico y su requerimiento de atencion sanitaria de caracter
multidisciplinar. Los sintomas descritos mas frecuente por aparatos y sistemas, se
describen en la Tabla 1 (38). En esta definicion no se contempla que los casos tengan

un periodo libre de enfermedad, aunque de forma caracteristica la clinica es fluctuante.

Igualmente se han descrito multiples secuelas derivadas de la COVID-19 con evidencia
de dafio érgano-especifico mas alla de las 12 semanas tras el inicio del cuadro de
COVID agudo (entre las que se incluyen secuelas pulmonares, neuropsiquiatricas,
cardiovasculares, hematoldgicas, renales y endocrinas, entre otras), aunque continta sin
quedar clara en muchas definiciones a nivel internacional la diferencia con la condicion
post COVID-19, por lo que frecuentemente los estudios superponen unas entidades con

otras (39).
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Aparato/Sistema

Sintomas

Sistémicos

Neuroldgicos

Psiquiatricos
Cardiovasculares
Dermatolégicos
Gastrointestinales

Pulmonar

Otorrinolaringo-
y oftalmologicos

Genitourinarios y
endocrinos

Inmunoldgicos y
autoinmunes
Musculo-
esqueléticos

Cansancio, fiebre vs febricula*, debilidad, sofocos, sudoracion,
exacerbacion tras el esfuerzo*, pérdida ponderal

Deterioro cognitivo*, mareo*, pérdida de memoria, “niebla
mental”*, alteraciones del lenguaje, alteraciones de Ila
sensibilidad (parestesias*), trastornos del suefio*, cefaleas*,
alteraciones del gusto o/y olfato*, alucinaciones, vision
borrosa*, cuadros confusionales, paralisis facial, disautonomia

Ansiedad*, bajo estado de animo, depresion*, trastorno de
estrés post-traumatico

Ritmo cardiaco sobre todo taquicardias*, presion arterial
elevada, varices, trombos, dolor toracico* tipo angor

Picores, urticaria, exantemas, cambios en la piel y ufas,
alopecia, perniosis, nuevas alergias*

Dolor abdominal*, molestias/dispepsia, reflujo*,
irritable, anorexia, diarrea*, estrefiimiento*, disfagia
Disnea*, tos* seca, estornudos, alteracion de la saturacion de
oxigeno

Pardlisis facial, ojos secos, vision borrosa, dolor de garganta,
disfonia, acufenos*, vertigo

Alteraciones menstruacion*, relaciones sexuales, funcion
urinaria-vejiga hiperactiva, debut diabético y alteraciones en
tiroides

Aparicion de nuevas respuestas inmunes o aumento de las
existentes, nuevas alergias/intolerancias a alimentos o farmacos
Dolores osteomusculares y articulares*, espasmos musculares*,
presion toracica, debilidad muscular, sarcopenia

intestino

Tabla 1 (40): Clasificacion de sintomas de COVID persistente por aparatos y sistemas.
*Sintomas incluidos en el anexo 2 de la definicion de consenso de la OMS

F. EFECTIVIDAD DE LA RESPUESTA INMUNITARIA FRENTE AL SARS-COV2

Los principales pilares que determinan la efectividad de la respuesta inmunitaria
antiviral frente a SARS-CoV2 son: (1) los anticuerpos neutralizantes (NADbs), que evitan
que el virus infecte las células, (2) los linfocitos T citotdxicos y las células NK, que
pueden eliminar selectivamente las células infectadas y (3) los linfocitos T

colaboradores CD4+ foliculares especificos frente al virus, que tienen un papel
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coordinador y son necesarias para generar la reaccion de centro germinal especifica que

produce células B memoria y células plasmaticas productoras de anticuerpos (41).

Asi pues, mientras que el componente celular aporta una respuesta inmunitaria efectiva
una vez el paciente se infecta del virus, especialmente frente a la enfermedad grave; el
componente humoral, representado principalmente por los NAbs, entre los que destacan
los anticuerpos que se dirigen a la region de la proteina S que se une a las células
humanas (RBD, por sus siglas en inglés de Receptor Binding Domain) (42), impide que

el virus pueda infectar las células.

Segun los estudios realizados hasta la fecha, entre el 90-99% de las personas infectadas
por SARS-CoV2 desarrollan anticuerpos neutralizantes en las 2-4 semanas siguientes a
la infeccion, mientras que una pequefia proporcion de individuos no desarrolla Nab por
razones desconocidas (43). No obstante, el factor que, en fecha actual, mas se relaciona
con una proteccion efectiva y duradera es la induccion de una respuesta inmunitaria
celular de memoria, mientras que los titulos bajos o negativos de anticuerpos no son
indicativos de agotamiento de la respuesta humoral. Esto es debido a la larga vida de las
células B memoria y de las células plasmaticas que se generan en la primoinfeccion, que
volverdn a producir anticuerpos de forma rapida (en menos de 48 horas) tras una
reinfeccién. De hecho, para muchos autores, la presencia en la médula 6sea de células
plasmaticas de larga duracion que secretan anticuerpos constituiria el mejor predictor

disponible de inmunidad de larga duracion (44).

¢ Riesgo de reinfeccion frente a SARS-CoV2

El riesgo de reinfeccion frente a SARS-CoV2 cambia segun el tipo de variante

considerada y segun el estado de vacunacion de la persona afectada.
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En personas no vacunadas al inicio, antes de la aparicion de la variante Omicron, se
estimd que el riesgo de reinfeccion a corto plazo era bajo; con hasta un 90% de
proteccion frente a reinfeccidn a los 7 meses, que diminuia al 50% en personas mayores
de 65 afios (45). No obstante, tras la aparicion de Omicron el riesgo de reinfeccion
aumento (46). Respecto a la proteccion frente a gravedad de las reinfecciones en no
vacunados, algunos estudios sugieren que estas son mas leves que las infecciones
iniciales, sin constar casos de enfermedad critica 0 muerte en el grupo de reinfeccién
(47). Sin embargo, no todos las reinfecciones han sido menos graves que la
primoinfeccion, y se han notificado casos mas graves que la infeccion inicial, asi como

reinfecciones fatales (48).

Por su parte, con la introduccion de la vacuna, el riesgo de reinfeccion frente a SARS-
CoV2 disminuyo y la proteccion frente a gravedad fue mayor, aunque los datos de
efectividad vacunal divergen segin hablemos de vacunas de ARNmM o vacunas
vehiculizadas por adenovirus. En cuanto a la proteccion del riesgo frente a infeccion,
seria del 90-93% en el primer grupo vs 77-92% para el segundo grupo a los 7-14 dias;
mientras que ambos tipos de vacunas tienen valores similares de proteccién frente a
hospitalizacidn (77-92% pasados los 4 meses en el primer grupo, vs 81-94% pasado el
mes en el segundo grupo). No obstante, se ha visto que en estudios realizados a mas
largo plazo, de 4 a 9 meses después de la vacunacion, la efectividad vacunal inicial
frente a infeccidn disminuye progresivamente para todos los tipos vacunales a valores
que oscilan entre el 54-65%, lo que se relaciona, a su vez, con la aparicion y posterior
circulacion predominante o casi exclusiva de nuevas variantes como la Omicron, con
sus distintas cepas o linajes. Sin embargo, se mantiene hasta el momento un grado de
proteccion similar a largo plazo frente a hospitalizacion en poblacion no vulnerable (del

90,7%), aunque éste también se reduce principalmente en la poblacion con
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inmunosupresion asociada (con valores de reduccion de hasta el 53,1% segun patologia

de base y periodo de tiempo estudiado) (49)(50).

En consecuencia, debido a que ninguna de las vacunas actuales tiene una efectividad
vacunal frente a la infeccion por SARS-CoV2 del 100% (51), ninguna ha logrado lo que
se denomina inmunidad estéril (ausencia de replicacion del virus en la mucosa de las
vias respiratorias superiores del sujeto) (52). Por tanto, contindan existiendo personas
vacunadas infectadas que transmiten la infeccidn, y mientras continte el contagio sigue
habiendo riesgo de aparicion de nuevas variantes de importancia para la salud pablica

en la que las vacunas existentes hasta la fecha podrian dejar de ser efectivas.

G. DIAGNOSTICO DE INFECCION ACTIVA DEL SARS-COV2

La deteccion de ARN viral del SARS-CoV-2 mediante RT-PCR (siglas de Reaccion en
Cadena de la Polimerasa con Transcriptasa Inversa) en exudado nasofaringeo u
orofaringeo es la prueba inicial microbioldgica de referencia en la que se ha basado el
diagnostico de infeccion activa, tanto en pacientes sintomaticos como asintomaticos; ya
gue es una prueba muy sensible y especifica (53). Un inconveniente de esta prueba, no
obstante, es que tiene un tiempo de espera de resultado en condiciones Optimas de 12 a
24 horas, que en los picos de demanda puede retrasar la aplicacion de medidas de
control. Al mismo tiempo, su sensibilidad depende de la carga viral de las vias

respiratorias, que a su vez depende del tipo y la calidad de la muestra obtenida (54).

Otra de las pruebas utilizadas es la deteccion de antigenos en muestras del tracto
respiratorio superior (Rapid Antigen Diagnostic Test, RADT). Una técnica capaz de

detectar proteinas del virus a través de inmunocromatografia de difusion, en su mayoria,
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que conlleva como principal ventaja la de proporcionar un diagnéstico de infeccion
activa rapido (15-20 minutos) en el lugar de atencion sanitaria y mediante un
procedimiento sencillo y de bajo coste, permitiendo con ello iniciar las acciones de
control de forma inmediata. No obstante, su principal limitacion es su menor
sensibilidad respecto a la primera, que implica que un resultado negativo de la prueba

requiera la confirmacion con pruebas adicionales més sensibles.

Las nuevas variantes del SARS-CoV-2 identificadas a nivel mundial tienen mutaciones
en la proteina Spike que afectan a la capacidad de las pruebas de amplificacion del
acido nucleico (NAAT) del SARS-CoV-2 para detectar el gen S que codifica la
proteina. No obstante, la mayoria de las NAAT seguiran detectando el ARN del SARS-
CoV-2 porque han sido disefiadas para detectar mas de un gen diana. En el caso de la
prueba de deteccidn de antigeno, estas mutaciones tienen todavia menos repercusion en
su capacidad diagndstica, ya que la mayoria de las pruebas de antigeno se dirigen a la
proteina de la nucleocépside. No obstante, ante la aparicién de la variante Omicron, que
tiene significativamente mas mutaciones que las variantes anteriores de SARS-CoV?2,
tanto en su gen S como en su gen N, los primeros datos sugieren que las pruebas de

antigeno podrian tener una sensibilidad més reducida (55).

H. TRATAMIENTO DEL SARS-COV2

El tratamiento de la COVID-19 depende de la gravedad de las manifestaciones clinicas
del paciente. Asi pues, segun la patogenia de COVID-19, es mas probable que los
enfoques dirigidos al virus en (p. Ej., Antivirales, anticuerpos monoclonales) funcionen
al principio del curso de la infeccién, mientras que los enfoques que modulan la
respuesta inmunitaria, suprimiendo la inflamacion generada, puedan tener mas impacto

en etapas posteriores de la enfermedad (Figura 3) (56).
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Asymptomatic/ Mild Moderate Severe Critical
Stage/ Presymptomatic lliness lliness lliness illness
Severity: . . . . .
+ SARS-CoV-2 test but Mild symptoms (eg 0, saturation >=94%, | O, saturation <94%, Respiratory failure,
no symptoms fever, cough, lower respiratory respiratory rate shock, multi-organ
taste/smell changes); tract disease >30/min; lung dysfunction/failure
no dyspnea infiltrates >50%

Disease Viral replication
Pathogenesis: I

Potential Remdesivir

treatment: Antivirals
Dexamethasone

Antibody therapy Decrease i

Figura 3 (57). Objetivos de los tratamientos de COVID-19 por etapa de infeccion.

e Tratamiento en pacientes ambulatorios

La elegibilidad del paciente para el tratamiento ambulatorio de la COVID-19 depende
de la clinica y del riesgo de progresion a una enfermedad grave. Actualmente se estan
desarollando modelos para predecir la probabilidad de enfermedad critica en pacientes
hospitalizados con COVID-19, pero ninguno ha sido validado para la evaluacion y

manejo de los pacientes ambulatorios (58).

En aquellos pacientes con COVID-19 sintomatico temprano, especialmente en los que
tengan mayor riesgo (>65 afios y con comorbilidades), se esta intentando tratar de forma
precoz con antivirales (remdesivir y paxlovid) y/o Ac monoclonales (debiendo valorarse
su uso en cada momento, ya que se recomiendan sélo si son activos frente a las

variantes circulantes) para evitar la progresion a enfermedad grave.

e Tratamiento en pacientes hospitalizados
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Los datos de los ensayos sugieren un beneficio en la mortalidad con corticoides, asi
como con tocilizumab (bloqueador del receptor de IL-6), y un posible beneficio clinico
con remdesivir (59). Respecto al posible beneficio clinico de otras terapias, parece que
los anticuerpos monoclonales hasta el momento no demuestran un beneficio en los
resultados de los ensayos disponibles en la mayoria de los pacientes hospitalizados. Sin
embargo, los datos preliminares sugieren que podrian tener un papel en pacientes
hospitalizados por COVID-19 grave o critico, >12 afios, inmunodeprimidos y

seronegativos para SARS-CoV2 (indicacion por la AEMPS).

I. FACTORES DE RIESGO DE ENFERMEDAD GRAVE EN LA COVID-19

La gravedad de una enfermedad depende de diferentes factores: por una parte, factores
intrinsecos de la persona (vulnerabilidad) y del agente causal (virulencia) y, por otra, de
otros factores extrinsecos que podrian modificar la historia natural, de forma especial la
efectividad vacunal. Un fendmeno que ha generado gran confusion desde la aparicion
de este nuevo coronavirus, es por qué algunas personas padecen una enfermedad grave
o incluso critica, mientras que otras sélo muestran sintomas clinicos leves, siendo el

prondstico tan heterogeneo.

Respecto a los factores individuales que influyen en el curso evolutivo de la COVID-19
en base a una gran variedad de estudios, se ha visto que aquellos pacientes con sistemas
inmuntarios competentes y sin factores de riesgo obvios, pueden generar respuestas
inmunitarias efectivas y adecuadas para suprimir el virus en la primera o segunda fase,
sin una reaccion inmunoldgica excesiva. Mientras que, en contraste, los pacientes con
edad avanzada y comorbilidades (Tabla 2) (60), entre otros, pueden tener un mayor
riesgo de disfuncion inmunitaria en la fase inicial y convertirse en el tipo grave o critico

Yy, por ende, cursar con mayor mortalidad; aunque aun queda mucho por investigar en
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este campo para poder perfilar mejor a aquellos pacientes de riesgo de evolucionar

una forma grave de la enfermedad (61).

Nivel de evidencia

Afeccion médica subyacente

Alto riesgo de asociacién a

Bronquiectasias

COVID-19 grave

EPOC

Fibrosis quistica

Hipertension pulmonar y embolia pulmonar

Tuberculosis

Enfermedad cerebrovascular

Enfermedad cardiovascular

Enfermedad renal crénica

Enfermedad hepatica cronica

Cancer

Diabetes Mellitus

Sd Down

Virus de Inmunodeficiencia adquirida

Inmunodeficiencias primarias

Afecciones de salud mental

Obesidad

Embarazo actual y reciente

Inactividad fisica

Tabaquismo actual y previo

Transplante de 6rgano sélido

Transplante células madre hematopoyéticas

Tratamiento con corticoides/inmunosupresores

Sugestivas de alto riesgo de

Talasemia

COVID-19 grave

Anemia drepanocitica

Exceso de peso

Trastorno por abuso de sustancias

Nifios con ciertas condiciones subyacentes

Asociacion no concluyente a

Déficiti de alfa 1 antitripsina

COVID-19 grave

Asma

Displasia broncopulmonar

Hepatitis B

Hepatitis C

Hipertension arterial

Tabla 2 (60): Patologias subyacentes que aumentan el riesgo de COVID-19 grave.
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Se han propuesto varias herramientas de prediccion para identificar a los pacientes que
tiene mas probabilidades de tener una enfermedad grave segun caracteristicas
epidemioldgicas (como los antecedentes socioecondmicos, la etnia o el sexo), clinicas y
de laboratorio (Tabla 3) (62); sin embargo, la mayoria de los estudios que evaltan estas
herramientas estan limitados por el riesgo de sesgo y no se han validado adecuadamente

para su aplicacion clinica (63-65).

Parametros de laboratorio en COVID-19 grave

e Anemia

e Leucocitosis

e Neutrofilia

e Trombopenia

e Linfopenia

e 1 Proteina C Reactiva (PCR)

e 1 Velocidad de Sedimentacion Globular (VSG)
e 1 Interleuquina 6 (IL-6=

e 1 ferritina sérica

e Tprocalcitonina

e 1 Tiempo Protrombina (TP)
e 1 Dimero D
e 1 Troponina c

e 1 Mioglobina

e 1 Creatin fosfoquinasa miocardica (CPK-MB)
e 1 Creatin quinasa (CK)
e 1 Lactato deshidrogenasa (LDH)

e 1Creatinina

e TNitrégeno ureico en sangre (BUN)

e 1Bilirrubina total
e | Albumina
e | Prealbiimina

Tabla 3 (62): Parametros analiticos de COVID-19 asociados a gravedad y/o mortalidad.
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Respecto a los factores virales, en distintos estudios se ha visto que los pacientes con
enfermedad grave tienen niveles mas altos de ARN viral en sangre que aquellos con
enfermedad mas leve, asi como niveles méas altos de ARN viral en muestras
respiratorias. Asi, se ha identificado la carga viral del SARS-COV2 como un marcador
prondstico de mortalidad en distintos estudios (66-68) mientras que otros ofrecen

resultados contradictorios al respecto (69).

Por ultimo, la vacunacion contra la COVID-19 reduce sustancialmente el riesgo de
enfermedad grave, existiendo un punto claro de inflexién a partir de la vacunacién, que
ha reducido drasticamente las tasas de hospitalizacién e ingreso en UCI en los grupos

etarios con altas coberturas vacunales (70).

La evidencia sobre estos factores de riesgo especificos proviene de una variedad de
estudios, incluidos metanalisis, revisiones sistematicas, estudios de cohortes
observacionales individuales y series de casos, en los que los pacientes con estas
afecciones subyacentes tenian tasas mas altas de enfermedad grave y muerte (71). Sin
embargo, es importante tener en cuenta que, aunque los pacientes de mayor edad,
inumunodeprimidos, no vacunados o con afecciones médicas crénicas mal controladas
tienen un mayor riesgo de hospitalizacion y muerte, la infeccion por SARS-CoV-2
puede causar una enfermedad catastrofica en cualquier paciente, incluso entre aquellos
jovenes sin factores de riesgo conocidos hasta la fecha. Por consiguiente, actualmente,
la prediccion del resultado en la COVID-19 sigue siendo un desafio y continta la

busqueda de predictores mas solidos.

En este sentido, comprender como el sistema inmunoldgico orquesta sus respuestas en

este espectro de gravedad de la enfermedad es una cuestion fundamental necesaria para
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disefiar estrategias terapéuticas nuevas y optimizadas (72). Asi, se convierte en un
objetivo prioritario de las investigaciones en curso el estudio de las caracteristicas
inmunoldgicas asociadas con la gravedad de la enfermedad por coronavirus 2019

(COVID-19) en estos pacientes.

J. CARACTERISITCAS INMUNOLOGICAS ASOCIADAS A LA COVID-19 GRAVE

Se han realizado diversos estudios hasta la fecha que analizan perfiles inmunoldgicos
asociados a pacientes graves o fallecidos por COVID-19, ya que el repentino deterioro
clinico 7-8 dias después del inicio de los sintomas iniciales, sugiere que la insuficiencia
respiratoria grave en COVID-19 es impulsada por un patron Unico de disfuncién

inmunoldgica.

El sistema inmunologico es fundamental para defender y eliminar el virus y las células
infectadas, debiendo funcionar con precision para permitir la eliminacion del patégeno,
al tiempo que protege a nuestro cuerpo del dafio relacionado con su activacion. Sin
embargo, en muchos casos este “equilibrio perfecto” no se logra, tal como sucede en los
casos graves de COVID-19. Existe una necesidad urgente de centrarse en la

disregulacion inmunitaria subyacente al COVID-19 (73).

En base a los conocimientos disponibles hasta el momento, parece claro que el sistema
inmunoldgico innato del huésped juega un papel significativo en la inmunopatologia de
la COVID-19, asociandose la enfermedad grave a cambios en la actividad inmunitaria
periférica que constituyen indicadores clinicos precoces de gravedad; tales como: (1) las
concentraciones plasmaticas de citocinas inusualmente altas (TNF-alfa, IL6, IL8 e
IL10), junto con (2) una marcada linfopenia precoz, de mayor magnitud en los casos de
evolucion mas grave (74). No obstante, actualmente, todavia sabemos poco sobre cémo

el SARS-CoV-2 precipita una linfopenia tan grave en un periodo de tiempo tan corto.
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Los linfocitos son componentes centrales del sistema inmunoldgico para luchar contra
la intrusién de virus, destacando el papel en especial, dentro de estos, de las células T
CDB8+ vy las células NK, que desempefian una funcion vital en la eliminacion de los
virus al mediar la inmunidad celular y la funcidn citotdxica contra los mismos. Estudios
emergentes sobre COVID-19 informan que la disminucién progresiva de los linfocitos
periféricos se produce principalmente a expensas de estos dos tipos celulares, siendo
esto mas evidente en los casos graves (UCI/ventilacion no invasiva/ventilacion
mecanica). Por tanto, se cree que esta deficiencia celular podria retrasar la eliminacion
de la infeccién y contribuir significativamente a la patogénesis de la enfermedad

(75,76).

Al comparar ambas poblaciones de linfocitos T CD8+ y NK en su capacidad predictora
de evolucion a la COVID-19 grave, se ha visto que las células NK tienen un mejor valor
de sensibilidad (77,78%) y especificidad (100%) para ayudar en el diagndstico de
pacientes criticos con COVID-19 (75,76). Ademas, se observa una funcion citotoxica
reducida de las NK en la COVID-19 grave, que se relaciona, a su vez, con la tormenta
de citoquinas que caracteriza esta fase de la enfermedad, incluyendo un aumento
marcado de la IL-6, que deriva en una mayor mortalidad y mayor riesgo de trombosis al
perpetuar el ‘“agotamiento funcional” de las células NK por agotamiento de su
capacidad citolitca, conducienco a la regulacion defectuosa de su respuesta. Esta teoria
se respalda en la restauracion constatada del potencial citotoxico de las células NK tras
la terapia biologica anti-IL6 (77). Asi, las células NK, en combinacion con los niveles
de IL 6 y de neutrofilos, tienen la mayor precision (con 75% de sensibilidad y 95% de
especificidad), segun distintos estudios, para predecir la progresion de la infeccion por

SARS-CoV2 (78).
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Basandonos en estos hallazgos, adquiere un gran interes: (1) estudiar la variacion en el
numero y la funcion de las células NK durante la infeccion por SARS-CoV-2,
correlacionandola con la gravedad de su presentacion clinica y con su resultado
evolutivo final (79), asi como (2), dilucidar las implicaciones funcionales de esta

observacion.

4. LAS CELULAS NATURAL KILLER (NK)

A. INTRODUCCION

Las células NK, descritas por primera vez en 1975, son linfocitos innatos que se
denominan histéricamente por su capacidad para matar células diana de forma
“natural”, sin una sensibilizacion previa, proporcionando respuestas rapidas contra
células infectadas por virus, parasitos y ciertos tipos de bacterias, asi como contra
células tumorales (80). Las células NK se caracterizan por mostrar capacidad citotoxica
espontanea independiente de sefiales coestimuladoras y sin receptores que hayan sufrido

reordenamientos génicos, lo que las diferencia de los linfocitos By T.

Tradicionalmente, se han considerado células inmunitarias innatas que median en
respuestas inmunitarias inespecificas independiente de antigeno, y constituyen la
primera linea de defensa contra las infecciones virales, con un papel vital en su control.
Su capacidad antiviral se ha constatado en numerosos estudios que demuestran que las
deficiencias de células NK se asocian con una mayor susceptibilidad a infecciones
virales en los seres humanos, tales como infecciones por citomegalovirus (CMV), virus
de herpes simple (VHS), virus de Epstein-Bar (VEB) y virus varicela zoster (VZV)
(81). En los ultimos afios, sin embargo, ha quedado bien establecido que las células NK

desempefian también un papel fundamental en la colaboracion entre las respuestas
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innata y adaptativa, al haberse constatado que pueden provocar una respuesta
inmunoldgica mas fuerte en la segunda exposicion a un virus, generando respuestas que
se asemejan a las caracteristicas de memoria de los linfocitos adaptativos (12). Ademas,
en el contexto de infecciones virales como el VIH o el VHC, también se ha comprobado
que las células NK parecen actuar como un reostato al eliminar las células T CD4+ y
CD8+ activadas, contribuyendo asi mismo al control de la autoinmunidad mediada por

células T (82).

A todo lo expuesto previamente, se une la gran hetereogeneidad de las células NK, tanto
a nivel de poblacion como a nivel de individuo, que les confiere una capacidad de
respuesta Unica a las variaciones de los factores genéticos y ambientales, que afectan
consiguientemente a la respuesta inmunitaria del huésped en las infecciones virales

(83).

B. BIOLOGIA DE LAS CELULAS NK: CONCEPTOS BASICOS

Las células NK son linfocitos grandes granulares que se desarrollan en la médula 6sea,
distribuyéndose tras ello por los tejidos linfoides y no linfoides. Después del desarrollo,
la mayoria de las células NK se encuentran en la sangre periférica como la tercera
poblacién de linfocitos mononucleares mas abundante, después de las células B y T,
constituyendo un 10-15% del total. Aunque en algunos tejidos como el higado y el Utero
gestante constituyen una mayor proporcion de linfocitos, donde pueden tener funciones
especializadas. Ademas, las células NK también se encuentran en tejidos como piel,
intestino, pulmén, higado, érganos linfoides (bazo, ganglios linfaticos y timo), decidua

uterina y tracto reproductor femenino(84).

e Educacion de las células NK
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Durante su desarrollo, las células NK pasan por un proceso denominado
“licenciamiento o educacién”, que implica la interaccion entre receptores inhibidores de
células NK (iNKR) y las moléculas HLA de clase | propias. A través de dicho proceso
solo aquellas células que expresan al menos un receptor inhibidor que reconozca las
moléculas HLA de clase | en células sanas lograran la maduracion completa, mientras
que aquellas células que carezcan de tales receptores permaneceran en estado de reposo.
Estas sefiales son necesarias para prevenir la autorreactividad mediada por célula NK,
ya que su capacidad de ejercer una actividad citolitica normal contra las células
infectadas por virus o tumores estd relacionada con su capacidad de detectar la
reduccién/ausencia de moléculas HLA de clase | propias (0 ausencia del reconocimiento
del yo propio), que implica la existencia de sefiales de “encendido” responsables de la
activacion de las células NK con la destruccion de la célula diana y la produccion de
citocinas. Con ello, se previenen reacciones autoinmunes, especialmente en un contexto
inflamatorio en el que la funcion de las células NK puede ser regulada positivamente
por la presencia de citoquinas y/o ligandos de los receptores activadores en los tejidos

(85).

e Funcidn de las células NK

Las células NK destacan por su funcion critica contra las infecciones virales, ademas de
proteger también frente a otras bacterias intracelulares, células tumorales y células
estresadas por el dafio del ADN. Al mismo tiempo, también estan involucradas en una
variedad de trastornos autoinmunes como impulsores de la inflamacion patologica, y la
evidencia emergente también demuestra que pueden regular los programas

antiinflamatorios, como la reparacion de tejidos (86).
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La rapida respuesta de las células NK a los patogenos en la fase inicial de las
infecciones virales, antes del desarrollo de respuestas inmunitarias adaptativas, se
relaciona con su corta vida media Util, de tan s6lo dos semanas, y con su rapida
regeneracion. Estas células NK pueden reclutarse rapidamente a los sitios de infeccidn
desde la circulacion y tejidos periféricos, donde facilitan y aceleran la eliminacion viral,

con fenotipos y funciones complejas y variadas segun el tejido (87).

De esta forma, las células NK contribuyen a la eliminacion de patégenos directamente,
mediante sus dos principales funciones efectoras: (a) la citotoxicidad de células que han
sufrido transformacion maligna o que se han infectado con un virus u otro patdégeno
intracelular, y (b) la secreciébn de citocinas; e indirectamente, mediante el
mantenimiento de la homeostasis por regulacion inmunitaria de las células
presentadoras de antigeno y de las respuestas adaptativas de las células T (88). Para
ello, las células NK no se someten a seleccion clonal, sino que expresan varios

receptores codificados en la linea germinal que regulan su actividad.

Entre las funciones reguladoras de las células NK, se incluye: 1) la produccién de
citocinas como el interferon gamma (IFN-y) que puede aumentar la expresion de HLA
de clase | en las células diana y/o de HLA de clase Il en las células presentadoras de
antigeno, consiguiendo la estimulacion eficaz de la inmunidad mediada por células T
(89); y 2) las interacciones celulares por contacto directo receptor-ligando con diversos
tipos de celulas (células mieloides, monocitos y macrofagos, células linfoides
y células B, entre otros), destacando la interaccion NK/célula dendritica a traves de la
que la célula NK ejerce un control de calidad (la llamada edicion de células dendriticas)
mediante la destruccion de aquellas células dendriticas inmaduras que expresen bajas

cantidades de moléculas HLA de clase I, eliminado con ello las células no aptas para
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presentacion adecuada de antigenos y la induccion de respuestas Thl utiles (90). Con
todo ello, se espera que las funciones efectoras de las células NK durante la fase

temprana dicten el umbral, la direccion y el resultado de la respuesta inmunitaria.

Recientemente, ademas, se ha caracterizado que las células NK pueden no solo actuar
como efectores innatos primarios, sino también como células accesorias dentro de la
respuesta inmunte adaptativa, tal como lo demuestra su capacidad de adaptacion y
memoria especifica de antigeno sobre todo frente a infecciones virales (91). En
concreto, al estudiar del papel de NK en la infeccion por CMV, se ha detectado un
fenotipo de célula NK memoria (CD57* NKG2C"9") con capacidad de expansion y

activacion a largo plazo, generando mayor proteccion frente a las reinfecciones (92).

e Fenotipo de las células NK

Fenotipicamente las células NK maduras se caracterizan por expresar CD16 (receptor
Fc activador o FcyRIII) y CD56 (molécula de adhesion de células neurales 0 N-CAM1),
en ausencia de CD3 (93). De manera que, en funcidon de la expresion de los principales
antigenos de diferenciacion (CD) que presenten existen dos subpoblaciones principales
de células NK maduras en sangre periférica que poseen funciones complementarias:
CD56™" CD16'y CD56“™ CD16"". Diferentes evidencias experimentales han
establecido que CD56°"9" representa una etapa temprana de maduracion de las células
NK periféricas, progresando en etapas posteriores de diferenciacion a celulas
NK CD56%™. Estos dos subtipos de células NK se diferencian por el patrén de

expresion de otros varios receptores de superficie celular.

o Linfocitos NK efectores o CD56%™CD16" (una pequefia proporcién son CD16,
pero en su mayoria expresan CD16" y receptores KIR™"): constituyen el 90% de los

linfocitos NK en sangre periférica y tienen un predominio de accion citotoxico,
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siendo mas granulares a causa de los granulos de perforina y granzima en su interior
con los que ejercen su potente accion citotoxica al contacto con la célula diana. Se

6br|ght en el

ha postulado que representan un estadio mas maduro que las CD5
desarrollo de las células NK, con expresién de NKG2A o KIR o ambos, y con una
alta expresion de la molécula CD16 que interviene en la citotoxicidad dependiente
de anticuerpos (antibody dependent cell cytotoxicity, ADCC) (85). Al mismo
tiempo, pueden secretar citoquinas y quimioquinas en menor cantidad que las

células CD56"9™ en respuesta a ligandos solubles, aunque en mayor cantidad tras el

contacto con las células diana (94).

Linfocitos NK reguladores menos avanzados en el desarrollo, o CD56°"9™ (los
cuales no expresan CD16 y tienen baja expresion de receptores KIR): constituyen el
10% restante de las células NK en sangre periférica, siendo una poblacion
mayoritaria en tejidos linfoides secundarios y en zonas de inflamacién donde
producen grandes cantidades de citoquinas para favorecer el desarrollo de la
respuesta inmunitaria. Estas células expresan NKG2A y son negativas para la
mayoria de las moléculas KIR. Presentan un perfil inmunorregulador, con una alta
produccion de quimioquinas y citoquinas como IFN-y, TNFa, IL-10 y GM-CSF en
respuesta a la estimulacion con IL-2, IL-12, IL-15 y/o IL-18. Hasta hace poco, se
creia que su funcion, era regular la respuesta inmunitaria y de memoria al ser
superiores en la produccién de citoquinas, mientras que las células NK CD56%™ se
describian como un subconjunto de perfil mas citotoxico. Posteriormente, se ha
visto que las células NK CD56""" responden mejor a los factores solubes, mientras
gdim

las células CD5 reponden mejor a los receptores que se unen a ligandos anclados

en otras células. No obstante, hasta la fecha la razon por la cual las células NK y las
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células inmunitarias expresan CD56 sigue sin respuesta, y lo que si parece claro es
que existe una clara relacion con el grado de activacion, pudiendo usarse como un
marcador de activacion fenotipica. La expresion de CD56 aumenta con la activacion

(95)(96).

Mientras que las diferencias funcionales entre los dos subtipos de NK estan
relacionadas, al menos en parte, con la expresion diferencial de los receptores de
citocinas (receptores de IL-2, IL-15 e IL-7) y de los receptores de NK funcionales; a su
vez, las diferencias en su distribucion tisular y en su capacidad de localizacién en los
distintos tejidos dependen de los receptores de quimiocinas expresados. Asi, mientras
que el subconjunto CD56%™ responde a las quimiocinas, 1L-8 y CX3CL1 (fractalcina),
determinando su migracion hacia tejidos periféricos inflamatorios; las células NK

CD569™  son atraidas por CCL19 y CCL21 producidos por células presentes en

organos linfoides secundarios (87).

Igualmente, la proporcién relativa en los tejidos de ambos subconjuntos de células
NK CD569" y CD56%™ es muy diferente a la que se observa en sangre periférica. En
particular, en individuos sanos las células NK CD56%™ normalmente predominan en
tejidos como la médula Gsea, pulmon, bazo, tejido adiposo subcutdneo y tejido
mamario, mientras que las células NK CD56"" constituyen proporciones mucho mas
altas del linaje total de NK en las zonas MALT (p. Ej. mucosa), higado, utero, tejido

adiposo visceral, glandula suprarrenal y rifion (97).

No obstante, es posible que las células NK CD56"" no sean el subconjunto de células
NK mas abundante en general, ya que numerosos informes recientes revelan una
marcada heterogeneidad dentro de los tejidos debido a la presencia de células NK

especializadas residentes en tejido (trNK) que comparten algunas caracteristicas
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inmunofenotipicas y funcionales con las células NK CD56"""

, pero que por lo demas
son diferentes (98). En base a dicha observacion, se sugiere que estas celulas trNK
comprenden colectivamente un subtipo genuino del linaje de células NK humanas que

es distinto de los dos subtipos de células NK de sangre periférica, descritos

originalmente.

Ademas, se ha descrito la presencia en sangre periférica de otras subpoblaciones de
células NK, cuya relevancia funcional aun no estd totalmente clara, destacando un
nuevo grupo de células NK conocidas como las células NK “agotadas” CD56'CD16"
(que expresan en alta densidad el CD16) con propiedades disfuncionales debido a su
baja funcion replicativa y su baja actividad citotoxica y de produccion de citocinas, que
aparecen expandidas en individuos ancianos sanos, pacientes infectados con el virus
VIH-1 o el virus de la hepatitis C. Esta expansion se ha asociado con una infeccion
cronica, altas cargas virales, altos niveles de receptores NK inhibitorios y bajos niveles
de receptores NK activadores. Estudios en pacientes con VIH-1, han arrojado una
mejora considerable en la citotoxicidad, la expresion de receptores NK, la secrecion de
citoquinas y en el restablecimiento de la expresion de CD56, cuando se disminuye la

replicacion del VIH-1 con una terapia antirretroviral efectiva (82).

e Activacion de las células NK

A diferencia de los linfocitos T CD8", las células NK no necesitan presentacion
antigénica para destruir las células diana, y desencadenan una respuesta espontanea
desde el primer contacto con el antigeno sin necesidad de una sensibilizacion previa

(99).
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Su activacion estd regulada mediante la integracion de sefiales de varios receptores
inhibidores y activadores en su superficie, muchos de los cuales emplean proteinas HLA
de clase I, o similares a HLA de clase I, como sus ligandos, junto con la presencia de
ciertas citoquinas. Asi, a través del equilibrio de las sefiales recibidas por la multitud de
sus receptores activadores e inhibidores, se consigue que estas células proporcionen una
destruccion eficaz de las células diana mientras se mantiene la auto-tolerancia. Los
receptores activadores transmiten sefiales que indican peligro al detectar una célula
tumoral o infectada por un virus; mientras que los receptores inhibidores identifican las
células propias y transmiten sefiales que indican tolerancia evitando asi la

autorreactividad (100).

Este complejo sistema de receptores activadores e inhibidores, conforma el modelo de
doble receptor, que se perfila como la hipotesis mas probable de accion de las células
NK, segun el cual, la sefial inhibidora es dominante sobre la activadora, por lo que el
linfocito NK s6lo matara a la célula diana si recibe una sefial activadora en ausencia de
sefial inhibidora. Esto se consigue a través de la expresion de novo en la superficie
celular de células patdgenas (células estresadas, en particular, células infectadas por
virus o células tumorales) de los ligandos para los receptores NK activadores; a la vez
que se produce la regulacion a la baja de los ligandos para los receptores inhibidores en
su superficie, como son las moleculas HLA de clase I, en un intento de evadir la

respuesta inmunitaria citotoxicade los linfocitos T CD8 (101).

Se trata de un mecanismo de control muy eficiente, basado en que las moleculas HLA
de clase-1 son reguladores clave de la actividad NK al expresarse de forma ubicua en las
células sanas, proporcionando con ello a las células NK un medio para identificarse a si
mismas. La regulacion a la baja de HLA de clase 1 o la pérdida de su expresion durante

la infeccion viral o la carcinogénesis libera la sefial inhibidora a las células NK y
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permite su activacion (“hipotesis del missing-self”’) (102). De esta forma, se consigue
que la sefalizacion a traves de receptores activadores pueda superar la sefializacion
mediada por receptores inhibidores unicamente cuando se enfrentan a células enfermas

(103).
C. RECEPTORES DE CELULAS NK (NKR)

A diferencia de las células T y B, las células NK no expresan un receptor de antigeno
reordenado, sino que expresan una amplia gama de receptores codificados en la linea
germinal, a través de los cuales reconocen sus ligandos en las células diana. Aunque el
término "receptor NK" se ha utilizado para describir moléculas que se descubrieron por
primera vez en las células NK, la mayoria de estos receptores NK se expresan en al
menos algun subtipo de linfocitos T, en particular en las células T CD8" activadas, asi
como en la superficie de otros tipos de células, por ejemplo, células dendriticas o

monocitos u otras células mieloides (101).

Estos receptores se expresan clonalmente o se coexpresan en varios subconjuntos de
células NK, creando asi repertorios con diferentes caracteristicas fenotipicas y
funcionales que son capaces de responder a distintos tipos de células infectadas por
virus o transformadas por tumores (104), influyendo asi, en la aparicion y desarrollo de
enfermedades; por lo que es importante comprender el mecanismo de reconocimiento
entre los receptores NK y sus ligandos, asi como sus vias de sefializacion en

condiciones patolégicas (105).

Se distinguen varias familias de NKR, que pueden clasificarse de distintas formas:

Universidad de Murcia

73



a) Segln su estructura: Se clasifican en la superfamilia de las inmunoglobulinas (lg-

SF), que incluye receptores similares a las inmunoglobulina de células NK (KIR),
receptores similares a las inmunoglobulinas leucocitarias (LILR/LIR) y receptores
citotoxicos naturales (NCR); y en la superfamilia de lectinas tipo C (CL-SF), que

incluye principalmente receptores similares a lectina de células NK (KLR) (105).

b) Segun su capacidad de reconocer moléculas HLA de clase I: El reconocimiento de

las células diana por parte de las NK no se encuentra Unicamente limitado a la
deteccion de moléculas HLA en la superficie de la célula diana, sino que existen
otros multiples posibles ligandos, tales como la fraccién constante de los
anticuerpos (Fc), moléculas de carbohidratos, proteoglicanos, heparansulfato,
hemaglutininas virales, u otras proteinas celulares tumorales como B7-H6, entre

otros; permaneciendo desconocidos ain muchos de ellos (106).

C) Segun su funcion: Los receptores NK se pueden dividir en dos grandes grupos con

funcion inhibidora o activadora (107), ademés de existir otras moléculas

activadoras y co-estimuladoras que también participan en su actividad citotoxica.

Desarrollando esta Gltima clasificacion funcional, destacan tres familias principales de
NKR: los receptores activadores de citotoxicidad natural o NCR (NKp30, NKp44,
NKp46), los receptores activadores/inhibidores tipo lectina C (NKG2C, NKGZ2E,
NKG2A derivados del heterodimero CD94-NKG2, y el homodimero NKG2D) vy los
receptores  activadores/inhibidores KIR tipo inmunoglobulina (KIR2DL1/5,
KIR3DL1/2, KIR2DS1/5, KIR3DS1) (84). No obstante, existen mas receptores de las
células NK, como son: el correceptor de activacion DNAM-1, el receptor activador tipo
lectina Il NKp80 y receptores como LIR, KLRG-1 y 2B4, entre otros; conformando una

gran lista que queda resumida en las Tablas 4 y 5 (87).
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La naturaleza y el numero de ligandos expresados por las células diana para los
receptores inhibidores y activadores de células NK es el factor principal que determina
la susceptibilidad de dichas células diana a la lisis mediada por NK. Los ligandos para
estos receptores incluyen moléculas HLA de clase | y proteinas relacionadas con el
HLA de clase I, como MICA, MICB y ULBP, entre muchas otras. En general, tal
diversidad receptor-ligando permite que las células NK respondan a multiples
estimulos, y esta diversidad se ve aumentada por la forma combinatoria en la que las

células NK pueden integrar sefiales de estos multiples receptores (108).

e Receptores inhibidores

Receptor Ligando
Familia KIR 2DL1 Grupo 2 HLA-C
2DL2/3 Grupo 102 HLA-C
HLA- B (motivo C1)
2DL5 Desconocido
3DL1 HLA-Bw4
HLA-A (motivo Bw4)
HLA-F
3DL2 HLA-A3/All
HLA-F
3DL3 Desconocido
Receptores tipo lectina tipo C CD94: NKG2A HLA-E
NKR-P1A LLT1
Familia LIR/ILT LILRB1/ILT2/LIR1 | HLA-A, -B, -C
Otros LAIR1 Colageno
Siglec-7 Acido sialico
KLRG-1/ MAFA Cadherins
CEACAM1 CEACAM1

Tabla 4(109). Receptores NK inhibidores y sus ligandos.
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Los receptores inhibidores de células NK (Tabla 4), segln reciban sefiales mediadas o
no por moléculas HLA de clase I, se pueden clasificar en: 1) Receptores dependientes
de HLA de clase I, dentro de los que se incluyen los receptores iKIR y el complejo del
receptor NKG2A que forman un heterodimero con CD94 y reconocen como ligando a
HLA-E (110) y 2) Receptores independientes de HLA de clase I, destacando el receptor
tipo lectina de células asesinas G1 (KLRG1), la proteina receptora de células NK 1
(NKR-P1), y otros receptores inhibidores, incluidos LAIR-1, Siglec 7, CD244 (2B4),
CEACAML1, CD300a y TIGIT, que pueden discriminar ligandos distintos de HLA-I, y

gue son importantes para mantener la homeostasis de las células NK (111).

Aunque los dominios extracelulares de los receptores inhibidores de células NK son
diversos, los motivos de sefializacion intracitoplasmatica de estos receptores
transmembrana son notablemente similares. Las colas citoplasmaticas tienen una
secuencia conservada de aminodcidos, conocidos como motivo inhibidor basado en
tirosina o ITIM. La unién de ligandos a sus receptores inhibidores, activa quinasas de la
familia Src que fosforilan residuos de tirosina, lo que lleva al reclutamiento de otras
enzimas como las tirosina fosfatasas SHP-1 y SHP-2, o la inositol-fosfatasa SHIP, que
son capaces de desfosforilar los sustratos proteicos de la tirosina quinasa vinculados a la
activacion de los NKR, terminando asi las vias de sefializacion de activacion (112). Otra
hipotesis, es que el reclutamiento de SHP-1 bloquee la sefializacion en un paso
proximal, evitando las sefiales descendentes que de otra forma producirian la

fosforilacion de los receptores activadores (94).

e Receptores activadores

Los receptores activadores de células NK (Tabla 5), segun reciban sefiales mediadas o

no por moléculas HLA de clase | o similares, se pueden clasificar en: 1) Receptores
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dependientes de HLA de clase | como: NKG2C, NKG2D y NKG2E, y los KIR
activadores; y 2) Receptores independientes de HLA de clase |, destacando: los
receptores de citotoxicidad natural o0 NCR (113), los receptores de la familia SLAM
(114) y el ya mencionado receptor CD16 (FcyRIlla) (94). En ultimo lugar, existen
ademas moléculas co-estimuladoras, entre las que destacamos como mas relevantes: la

DNAX accessory molecule-1 (DNAM-1) o CD226 (31), u otras como NKp65 o NKp80

(115).
Receptores de citotoxicidad naturales ' NKp30 BAT-3
NKp44 Hemaglutinina viral
NKp46 Hemaglutinina viral
Receptores tipo lectina tipo C CD94:NKG2C HLA-E
CD94:NKG2E HLA-E
NKG2D MIC-A/B, ULBP
Familia KIR 2DS1 Grupo 2 HLA-C
2DS2 Grupo 1 HLA-C
HLA A*11:01
3DS1 HLA-Bw4
HLA-F
2DS3 Desconocido
2DS4 Grupoly2 HLA-C
HLA A*11:02
2DS5 Grupo 2 HLA-C
2DL4 HLA-G
Otros CD244 (2B4) CD48
CD16 IgG
CD226 (DNAM-1) CD112, CD155
CRACC CRACC
NTB-A NTB-A

Tabla 5 (109): Receptores NK activadores y sus ligandos.
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La activacion de las células NK no se debe a un receptor maestro, sino que, en la
mayoria de los casos, es el resultado de la accién combinada de varios receptores y
correceptores; de manera que la fuerza de activacion de las células NK refleja el nimero
de receptores desencadenantes implicados y su densidad en la superficie celular (85).
Aunque algunos de estos receptores se expresan de forma mas abundante que los
inhibidores en las células NK, es necesario un mayor nimero de sefiales activadoras, al
tener la sefial inhibidora un papel predominante para evitar una respuesta citotoxica
desmedida. Existen combinaciones particulares de receptores activadores que puede
desencadenar la activacion de las células NK de manera mas eficiente que
otras. Ademas, los receptores de activacion NK pueden reconocer de manera diferente

ligandos expresados en células diana en eventos cualitativamente distintos (86).

Aunque las células NK humanas expresan numerosos receptores activadores o
coactivadores, muchos inducen vias de sefializaciébn comunes y, por lo tanto, se
comportan de manera similar, si no idéntica; no obstante, aun falta por conocer las
propiedades de sefializaciébn de muchos receptores. Asi, se sabe que los receptores
estimuladores se caracterizan por dominios citoplasmicos cortos que carecen de
elementos transductores de sefiales. En cambio, se asocian y envian sefiales a traves de
moléculas adaptadoras, como DAP12, DNAX-12/KARAP, FcRy y CD3{, que
contienen el motivo de activacion inmunorreceptor basado en tirosina (ITAM) (84), la
molécula adaptadora DAP10, que contiene el motivo YxxM (90), o la molécula
adaptadora SAP (o proteina asociada a SLAM), que posee motivos activadores basados

en tirosina denominados ITSM que transmiten la sefial activadora (105,111).

En contraposicion a la norma general de que los receptores activadores parece que no
pueden activar las células NK por si mismos, sino que es necesaria la accion sinérgica

de varios de ellos para conseguirlo, hay un receptor activador que supone una excepcion
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a esta regla, el receptor CD16 (105). CD16 es suficiente para inducir exocitosis de
granulos y secrecion de TNFa en células NK no estimuladas. No obstante, también se
ha observado que células NK activadas por IL-2 pueden activarse mediante la

estimulacion aislada de NKp46, NKG2D, 2B4 o DNAM (84).

Respecto al tipo de ligando requerido para la activacion de estos receptores, debemos
saber que la mayoria aun no se han identificado. Dichos ligandos estan ausentes o se
expresan en pequefias cantidades en células normales, mientras que se sobreexpresan o
se expresan de novo en células sanas estresadas, y principalmente, en células con
transformacion tumoral o infeccidon viral. No obstante, los tumores y ciertos virus
pueden inducir la regulacién a la baja de los ligandos activadores de NKR en las células

diana, favoreciendo asi el escape del control mediado por NK (85).

5. LOS RECEPTORES KIR

A. DEFINICION

Los receptores KIR (Killer Inmunoglobulin-like Receptors), son glicoproteinas
transmembrana de tipo 1 que pertenecen a la superfamilia de las inmunoglobulinas,
constituyendo moléculas de la superficie celular que se expresan en las células NK y en
un pequefio subconjunto de células T y trasmiten sefiales inhibidoras. Posteriormente, se
descubrio que algunos receptores KIR tranducian sefiales activadoras, y se decidio
conservar el acronimo KIR cambiando el significado de “I” por “similar a

inmunoglobulina”.

Los KIR se encuentran entre los receptores NK méas polimorficos y complejos. En

primer lugar, su expresion se activa de manera estocastica, de modo que cada célula NK
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tiene su propio repertorio de receptores; y en segundo lugar, existe una diversidad
genética muy alta en las familias de receptores KIR, de forma que los genes KIR varian
en numero, organizacion genémica y polimorfismo alélico entre los haplotipos
individuales. Por tanto, la mayoria de las personas tienen un repertorio KIR Unico, que
permite a las células NK dar una respuesta Unica contra un amplio espectro de

patégenos (116,117).

Por otra parte, sus ligandos HLA se encuentran entre las moléculas més diversas de la
naturaleza, con el mayor grado de polimorfismo genético conocido hoy en dia, superior
al de los genes KIR. Fendmeno que resultd de la presion selectiva para adaptarse a la
rapida diversificacion de patogenos. La rapida evolucién conjunta de KIR y sus
ligandos HLA, necesaria para mantener una relacion funcional entre ambos, esta sujeta
a una seleccion equilibrada que favorece la preservacion de la heterocigosidad en la
poblacién, lo que se correlaciona con una mayor diversidad y aptitud del hospedador

(108).

De esta forma, las interacciones KIR/HLA, afectadas por estos altos niveles de
polimorfismo, se convierten en uno de los principales factores determinantes en la
proteccién vs. susceptibilidad a distintas enfermedades, entre las que se incluyen: las
infecciones virales, los trastornos autoinmunes, los trastornos reproductivos y el cancer
(85); quedando una tarea formidable por delante para aquellos que quieren vincular la

biologia de la enfermedad con ciertas variantes de los genes HLA y KIR.

B. NOMENCLATURA, ESTRUCTURA Y FUNCION DE LOS RECEPTORES KIR

La nomenclatura del complejo sistema KIR para los diferentes genes y alotipos, con el
fin de distinguir los receptores por su estructura y potencial de sefializacion, ha sido

dada por un subcomité del Comité de Nomenclatura de Factores del Sistema HLA de la
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OMS (118). Asi, la descripcion de los genes KIR en la nomenclatura actual tiene en

cuenta:

1)

2)

3)

El nimero de dominios extracelulares tipo inmunoglobulina, correspondiente a los 2
primeros digitos que siguen a KIR: '2D' para dos dominios o '3D' para tres

dominios.

La longitud de la cola citoplasmatica, corresponde al tercer digito: 'S' Short o 'L’
Long, y revela la funcién de la proteina, activadora o inhibidora, respectivamente.
La mayoria de los receptores inhibidores tienen un fragmento citoplasmatico largo
que termina en un ITIM; mientras que, por el contrario, la mayoria de los receptores
activadores tienen un fragmento citoplasmatico corto que se asocia con moléculas
adaptadoras que contienen el motivo ITAM, a través del que produce el
reclutamiento de tirosina quinasas. La Unica excepcion a esta regla de cola

corta/larga es KIR2DL4, un KIR activador de cola larga Gnico (119).

El nimero de orden de descripcion del gen corresponde al digito final. Ademas,
cuando dos 0 mas genes tienen estructuras y secuencias muy similares, se les puede
asignar el mismo nimero, pero distinguirlos con una letra final, por ejemplo, genes

KIR2DL5A y KIRZ2DLSB.

Al mismo tiempo, los genes KIR se caracterizan por un nivel extremadamente alto de

polimorfismo puntual o de un solo nucleotido, lo que conlleva la existencia de muchos

alelos distintos derivados de estas mutaciones puntuales que codifican variaciones

menores de secuencias de uno o varios aminoacidos. Los alelos de un gen son idénticos

en un 85 al 98%. El gen KIR mas diverso es KIR3DL1 con méas de 100 alelos

conocidos.
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C. REPERTORIO KIR: FACTORES DE VARIABILIDAD ASOCIADOS A SU EXPRESION

Los receptores KIR muestran una amplia diversidad genética, de expresion y funcional
que puede afectar a las células NK a muchos niveles diferentes (84). Los genes KIR se
codifican en el complejo del receptor de leucocitos (LRC o Leucocyte Receptor
Complex) en el brazo corto del cromosoma 19913.4, que comparte con otros
inmunoreguladores estructuralmente similares (LILR y LAIR), y se segregan
independientemente a los genes de sus ligandos, las moléculas clasicas HLA de clase |

ubicadas en el cromosoma 6.

Los receptores KIR estan codificados por nueve exones consecutivos dentro del
cromosoma 19: los primeros dos exones codifican el péptido lider, seguidos de los
exones que codifican dos o tres dominios (2D o 3D) extracelulares similares a Ig
(exones 3-5), el tallo (exdn 6), la region transmembrana (exon 7) y la cola citoplasmica
(exones 8-9) (Figura 4) (120). Los dominios extracelulares son los encargados de

reconocer los ligandos y el tallo transmite la sefial que regula la actividad NK.
12 3 4 5 6 7 8 9

Codifican Dominios extracelulares Ig Ta\IQ’y . Cola -
Region citoplasmatica

péptido
transmembrana

sefial

Figura 4 (121): Distribucién de dominios del genes que codifican los receptor KIR
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Hasta la fecha, se han identificado 15 loci del gen KIR dentro de esta familia de
receptores (KIR2DL1, KIR2DL2/L3, KIR2DL4, KIR2DL5A, KIR2DL5B, KIR3DL2,
KIR3DL3, KIR2DS1, KIR3DL1/S1, KIR2DS2, KIR2DS3, KIR2DS4, KIR2DS5) y 2
pseudogenes (KIR2DP1 y KIR3DP1). Cada gen KIR codifica un KIR inhibidor o
activador, excepto KIR3DL1/S1, que codifica uno u otro segun el alelo presente, y
KIR2DL4, que comparte caracteristicas estructurales con los KIR inhibidores y
activadores; mientras que los pseudogenes no se expresan como proteinas y no tienen

clara su funcién (KIR2DP1 y KIR3DP1) (122) (Figura 5).

ACTIVADORES INHIBIDORES
2DS1 2bL1
2DL2
2Ds2 2DL3
2Ds3 2DL5
3DLA
2Ds4
3DL2
2Dss P
3Ds1
2DL4

Figura 5 (123). Esquema de receptores KIR activadores e inhibidores en NK

La plasticidad del gen KIR se refleja en su expresion clonal en células NK maduras de
manera estocastica (al azar), de forma que cada clon de células NK dentro de un
determinado individuo no expresa el conjunto completo de genes KIR presentes en el
genoma de ese individuo, sino solo una parte de los genes en una combinacion
aparentemente aleatoria. Esta diversidad combinatoria de la expresion KIR produce una
amplia gama de clones de células NK funcionalmente distintos en un mismo individuo,

gue son criticos para una rapida deteccion de la expresion reducida de HLA clase | en

Universidad de Murcia

83



sus células diana, dando una rapida respuesta contra un amplio espectro de patdgenos.
Cada clon de células NK mantiene su repertorio de receptores KIR adquiridos a lo largo
de las divisiones celulares posteriores, estimandose que se pueden detectar al menos

30.000 e incluso maés fenotipos NK distintos en cada individuo (109).

Al mismo tiempo, se sabe que varios de estos subconjuntos celulares NK residen en
tejido, de forma que conjuntos especificos de receptores KIR podrian ejecutar funciones
especializadas en tejidos particulares. Asi, por ejemplo, como hallazgos que apoyan esta
hipétesis, se ha constatado que el perfil de expresion KIR de células NK de pulmon,
higado y utero difiere en el patron de expresion observado en células NK de sangre

periférica (124).

De forma global, podemos reconocer al menos seis factores que influyen en la

varibilidad de la formacidn del complejo repertorio de receptores KIR:

1) Genotipo KIR: contenido de genes KIR y diversidad de haplotipos

El genotipo se define como el repertorio de genes KIR presentes en un individuo. Esta
familia de genes se caracterizan por una extraordinario alto grado de diversidad que
surge de la variabilidad en: (1) el contenido especifico de genes KIR en cada individuo,
asi como al polimorfismo de secuencia de nucleétido de cada gen KIR; y (2) en la
diversidad de haplotipos (incluida la variacion en el contenido de genes y en el nimero

de copias de cada gen en cada haplotipo individual) (109).

o Variabilidad segun el contendo especifico de genes KIR en un individuo

Cada gen KIR suele estar presente entre cero y tres copias en un individuo, de forma
que la frecuencia de células positivas para un KIR determinado esta estrechamente

relacionada con el nimero de copias, lo que sugiere que cada copia del gen KIR se
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regula de forma independiente. Esto puede generar subconjuntos de células NK que

transcriben dos o mas copias alélicas de un determinado KIR (124).

Estudios recientes de la diversidad KIR sugieren que la variacién en el contenido de
genes podria afectar a la funcion de las células NK a nivel de su especificidad. La
presencia o ausencia de genes KIR generalmente se asocia con la ganancia o pérdida de
especificidad: la ausencia de KIR3DL1 en un genotipo dado, por ejemplo, conduciria a
la falta de inhibicion por parte de los alotipos HLA-Bw4 de todas las células NK en ese
individuo. Esta carencia no puede ser compensada funcionalmente por ningun otro
KIR. En otras palabras, las especificidades del KIR inhibidor principal no se

superponen y, por lo tanto, causan "agujeros” funcionales en el repertorio (125).

o Variabilidad segun el polimorfismo de secuencia de nucleotido alélico de KIR

Dicho polimorfismo puede suceder por cambios relevantes en los aminoacidos de los
exones que codifican distintas regiones del receptor (extracelular, transmembrana o
citoplasmatica), pudiendo, con ello, producir un cambio en la expresién o en la funcion

de la proteina KIR, con importantes consecuencias biologicas (126).

Entre los posibles cambios de expresion o funcion del receptor KIR derivados del

polimorfismo alélico, se encuentran:

v" La mayor o menor expresion de KIR en la superficie de NK: entre los alotipos

KIR3DL1, KIR2DL1 y KIR2DL2 se ha identificado la presencia de residuos de
aminoacidos particulares que determinan el plegamiento incorrecto de la proteina y
dan como resultado la falta de expresion del receptor de superficie. Ademas, se han

informado alelos KIR caracterizados por un codon de terminacion que provoca la
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finalizacion prematura de la proteina (alelos nulos). Por otro lado, se han detectado
diferentes clados de alelos de los genes KIR3DL1 y KIR2DL1 que conllevan una
mayor/menor expresion de lo receptores de superficie (109). En el caso del
KIR3DL1, la consecuencia clinica derivada de estos diferentes niveles de expresion
en la superficie celular, es la alteracion de su potencial inhibitorio que se asocia

diferencialmente con la proteccion en la infeccion por VIH-1 (109).

v" La variabilidad en la afinidad del ligando: Estan bien establecidas las diferencias en

la afinidad receptor-ligando de diferentes alotipos de KIR2DL1 y KIR2DL2.
Igualmente, el alto nivel de variacion alélica del KIR3DL1 tiene impacto no sélo en

su afinidad por los alotipos HLA de clase | Bw4 (109).

v" La diversidad en la capacidad de transducciéon de sefiales: También se han

informado diferentes variaciones de aminoacidos relevantes para la transduccion de
sefiales de KIR en los exones que codifican las regiones transmembrana y

citoplasmatica de los alelos de KIR2DSX y y de KIR2DL1, entre otros (109).

Por lo tanto, la extraordinaria plasticidad de la familia de genes KIR y la variabilidad
debida tanto al contenido del gen KIR como al polimorfismo alélico, los convierte en la
familia humana mas polimorfica de receptores de células NK y, al mismo tiempo, hace
poco probable que individuos no relacionados compartan el mismo genotipo KIR

(109) .

o Variabilidad del haplotipo KIR

Los genes KIR se pueden heredar juntos en un orden dado y en mudltiples
combinaciones diferentes denominadas haplotipos. Por lo tanto, el “haplotipo KIR” es

la disposicion de los genes KIR en cada cromosoma 19 y una caracteristica diferencial
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de los haplotipos KIR es la variacion en el contenido génico. En el ser humano se
determinan dos haplotipos distintos, a saber “A” y “B”; los cuales se han detectado en
todas las poblaciones humanas, aunque con diferentes frecuencias. En la mayoria de
haplotipos el contenido de genes varia de un individuo a otro, oscilando de 4 a 20 en

cada cromosoma y con distinto namero de copias (126).

El haplotipo A se caracteriza por un contenido genético fijo de 7 genes (2DL1, 2DL2/3,
2DL4, 2DS4, 3DL1, 3DL2, 3DL3) y 2 pseudogenes (KIR2DP1, KIR3DP1); mientras
que el haplotipo B incluye hasta 12 genes con cantidades variables de KIR inhibidores y
activadores (con al menos uno de los siguientes genes: KIR2DL5, 2DS1, 2DS2, 2DS3,

2DS5 y 3DS1) (122).

Con pocas excepciones, los haplotipos KIR se pueden dividir en dos regiones con un
namero variable de genes, denominadas centroméricas (Cen) y teloméricas (Tel), por la
presencia de un punto caliente de recombinacion. Estas dos regiones se encuentran
delimitadas por cuatro genes, denominados “framework genes” que marcan los
extremos (KIR3DL3 y KIR3DL2) y la region central (KIR3DP1 y KIR2DL4) del
complejo KIR y que estan presentes en ~100% de los individuos. Estos framework
genes estan separados por distinas combinaciones de genes KIR que aparecen con
frecuencia variable en cada poblacion. Asi, desde el extremo centromético hasta el
telomérico del complejo KIR, 3DL3 y 3DP1 delimitan el semihaplotipo centromérico,
mientras que los extremos del semihaplotipo telomérico los conformarian 2DL4 y
3DL2. En individuos caucasoides se han definido tres semihaplotipos centroméricos (c-
Al, c-B1, cB2) y tres teloméricos (t-Al, t-B1, t-B2) cuyas combinaciones explican la
diversidad en la gran mayoria de los individuos (Figura 6); de manera que los

haplotipos pueden estar formados por varias combinaciones de regiones Cen-A y Cen-
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B, determinandose, por convencion, que un haplotipo KIR A esta siempre formado por
el semihaplotipo centromérico c-Al y el telomérico t-Al, y cualquier otra combinacion

de semihaplotipos centromericos y teloméricos daria lugar a un haplotipo B (126).

Frame Frame 5 Frame Frame
work Centromeric work g '§ — work Telomeric work
gene gene T E 2 gene gene
s 2
2§
3DL3 2DS2 2DL2 2DL3  2DP1 2DL1  3DP1 g 2DL4 3DL1 2DS4  3DS1 2DS1  3DL2

Figura 6 (127). Organizacion de genes KIR

La composicién y distribucion de estos grupos en las poblaciones distinguen individuos
y grupos étnicos. Asi, se ha demostrado previamente que los haplotipos B son mas
frecuentes en poblaciones no caucasicas, como los aborigenes de Australia y los indios
asiaticos, mientras que en las poblaciones caucéasicas aproximadamente el 55% de la
poblacién tendra haplotipos A y el 30% tendra dos haplotipos B. El hecho de que todas
las poblaciones humanas estudiadas hasta la fecha tengan una representacion de los
haplotipos KIR A 'y B se justifica por una forma de seleccién natural, llamada seleccién
de equilibrio, que mantiene la variacion genética de estos loci especificos en la

poblacion.

En general se ha hipotetizado que los haplotipos A son buenos para combatir
infecciones y el cancer, a la par que confierien susceptibilidad a los trastornos
reproductivos; mientras que las poblaciones con frecuencias mas altas de haplotipos B
seran las que estaran bajo una fuerte presion de enfermedades infecciosas (128). Por
tanto, las diferencias en las frecuencias poblacionales de estos haplotipos KIR hacen
que la eleccidn de los controles para los estudios de enfermedades sea muy importante

para todas las poblaciones (118).
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Al mismo tiempo, la peculiar estructura del locus KIR, incluida la presencia de varios
genes que comparten la organizacion exon/intron, con un alto grado de homologia y con
la misma orientacién, facilita la recombinacion no reciproca que promueve la
eliminacién o duplicacién de los genes KIR, con formacion de haplotipos truncados o
extendidos que facilita la diversificacion rapida del complejo génico KIR de forma
afadida.  Asi, por ejemplo, un estudio reciente revela  cémo
un pseudogén KIR originalmente no funcional, KIR3DP1, vuelve a la vida en ciertos
individuos a través de la recombinacion no reciproca entre dos haplotipos
KIR diferentes. Este hallazgo es una prueba de como la arquitectura Unica
del locus KIR facilita la generacion de nuevos haplotipos KIR con relevancia funcional

(118).

Los genotipos KIR se agrupan en AA si contienen solo genes del haplotipo A-candnico
(KIR3DL3, 2DL3, 2DL1, 2DL4, 3DL1, 2DS4 y 3DL2) y en Bx si contienen genes KIR
adicionales, con mayor nimero de KIRs activadores, donde X puede ser un haplotipo A
0 B. Esto se debe a la dificultad, sin estudios familiares, de distinguir en presencia de un

haplotipo B si el otro haplotipo es A o0 B (129).

2) Regulacion transcripcional y epigenética

Aunque el repertorio KIR esta determinado en gran medida por factores genéticos, cada
vez, hay mas pruebas de que los mecanismos epigenéticos modulan los patrones de
expresion del receptor KIR a través de una activacion transcripcional selectiva que
genera los subconjuntos de células NK extremadamente variables intra e inter-
individuos. Dicha activacion transcripcional esta regulada a traves de la metilacion

estocastica de los genes KIR por las maltiples regiones promotoras en las secuencias
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intergénicas (124). La metilacion del ADN parece ser, por tanto, el regulador
epigenético central de la transcripcion KIR, ya que las modificaciones de histonas N-

terminales son similares entre los genes KIR activos y reprimidos.

Por otra parte, también existen modificaciones postranscripcionales frecuentes, como el
empalme alternativo de las transcripciones, que se observan en ~95% de los genes
multi-exén humanos, y desempefia un papel crucial en la regulacion de la diversidad de
las proteinas y la expresion genica especifica de tejido. Este proceso puede ser
beneficioso, al originarse una amplia variedad de isoformas a partir de un solo gen, o
perjudicial, ya que un solo gen a través de diferentes isoformas puede estar involucrado
en el desarrollo de diversas enfermedades. A pesar de su relevancia clinica, en la
actualidad solo se ha descrito a fondo el patrén de corte y empalme de multiples exones

de unos pocos genes (120).

Para terminar, otros mecanismos postrasduccionales, tales como el plegamiento, la
glicosilacién o la fosforilaciobn de las proteinas, pueden brindar oportunidades
terapéuticas para modular la expresion KIR y, con ello, la funcién de las células NK

(119).
3) Diferenciacion celular

La expresion de KIR es débil o ausente en las células NK inmaduras
NKG2A* CD56°"" y aumenta gradualmente con la maduracién, alcanzando su nivel

maximo en las células NK NKG2A™ CD56%™.
4) Presencia del ligando

La expresion de los receptores KIR también esta influida por el ligando HLA. Asi, se ha

constatado que los individuos con KIR2DL1 o KIR3DL1 tienen un mayor nimero de
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células NK que expresan estos genes si el grupo HLA-C2 o los ligandos HLA-Bw4
estan presentes, respectivamente. Esto se debe a que sélo las céluas NK que expresan
receptores inhibidores para HLA de clase | autoespecificos durante su desarrollo se

vuelven funcionales (130).

5) Variabilidad por factores ambientales: infecciones virales

Aunque la genética KIR/HLA tiene el mayor impacto en el repertorio de receptores de
las células NK circulantes, también los factores ambientales pueden jugar un papel
importante. En este sentido, ha sido particularmente relevante el analisis fenotipico de
las células NK derivadas de gemelos genéticamente idénticos para
los genes KIR y HLA. Asi, se ha comprobado que las poblaciones de células NK de los
gemelos son similares pero no idénticas entre si, especialmente en la edad adulta. En
este contexto, se ha visto que las infecciones virales pueden afectar el fenotipo de las
células NK, modificando el repertorio de sus receptores expresados. Se ha constatado
que distintas cepas de CMVH que codifican péptidos UL40 variables conducen a la
diferenciacion adaptativa de células NK a través de alteraciones epigenéticas,
conduciendo a la expansion de un subconjunto de células NK caracterizado por la
expresion de CD94/NKG2C, la co-expresion asociada principal de KIR2DL especifico
para los alotipos HLA-C propios y CD57, un marcador de la etapa de diferenciacién

terminal (109).

6) Variabilidad de genes KIR a nivel de poblacion

Mientras que la frecuencia de los iKIR (KIR2DL1, KIR2DL2 / L3 y KIR3DL1) se
mantiene alta en la mayoria de las poblaciones, las frecuencias de aKIR son mas

variables; observandose, por ejemplo, frecuencias altas de KIR2DS1, KIR2DS2 y
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KIR3DS1 en Papla Nueva Guinea y Australia (~70-90%) pero bajas en Africa y China
(<20%). Por otro lado, también hay diferencias en el receptor predominante en una
poblacién concreta, como es el caso de KIR2DS1 en América Latina (~60-90%), de
KIR2DS2 en la India (~75%) y de KIR3DS1 en Brasil (80%). Esta variabilidad en la
expresion de KIR entre poblaciones sugiere diferentes presiones de seleccion impuestas

por las enfermedades infecciosas dominantes (108).

6. MOLECULAS HLA

A. DEFINICION

En la década de 1950, el profesor Jean Dausset descubre las moléculas HLA (Human
Leukocyte Antigens) debido a su participacion en el rechazo de tejidos y érganos
transplantados, al detectar la presencia de anticuerpos en el suero de multiparas y en
pacientes politransfundidos dirigidos contra antigenos presentes en la membrana de los
leucocitos humanos. Este sistema tiene como funcion principal la regulacion y la
vigilancia inmunitaria del organismo a través de la presentacién de antigenos peptidicos
propios o extrafios a los receptores de los linfocitos T y NK, siendo vitales para
mantener la homeostasis al discriminar entre lo propio y lo ajeno. De esta forma, el
sistema HLA, ademas de particiar en el rechazo de tejidos y 6rganos transplantados,
estd implicado en la inmunopatogenesis de muchas enfermedades, determinando el
grado de susceptibilidad a diversas enfermedades tumorales, autoinmunes e infecciosas

(131,132).

B. GENES MHC

El Complejo Mayor de Histocompatibilidad (o MHC, derivado de sus siglas en inglés

“Major Histocompatibility Complex”) en humanos se refiere a una region genética



Papel de NK en la susceptibilidad y el prondstico de la infeccion por SARS-COV-2

localizada en el brazo corto de cromosoma 6 (6p21.3), que cubre un area de 7,6 Mb y
contiene mas de 250 genes con diferentes funciones, de los cuales hasta el 40%
aproximadamente estan asociados con el sistema inmunitario. Dentro de este 40% se
incluyen los genes del antigeno leucocitario humano o HLA. Por lo tanto, el complejo

del antigeno leucocitario humano (HLA) es sindnimo del MHC humano (133)(134)

La regidn genética codificante de HLA se subdivide en tres regiones principales, clase |
(telomérica), clase Il (centromérica) y clase IllI, con regiones extendidas de clase | y
clase 1l a ambos lados, cada una de las cuales codifica moléculas diferentes tanto en la
estructura como en la funcidn que desempefian en la respuesta inmunitaria. Cada region
contiene numerosos loci de genes, incluidos genes expresados y pseudogenes. Algunos

locus HLA son muy polimérficos (135,136).

Actualmente, se sabe que la region genética MHC tiene la mayor densidad de genes y la
mayor cantidad de polimorfismo entre areas cromosémicas humanas, lo que da lugar a
un elevadisimo namero de alelos. Al mismo tiempo, los alelos HLA se pueden heredar
en multiples combinaciones diferentes, denominadas haplotipos (los cuales divergen en
el numero y la posicion de las copias de genes que contienen), constando cada célula

con un haplotipo paterno y otro materno (133).

Otra caracteristica de los genes del MHC es su herencia codominante de padres a hijos.
Como existen tres genes clase-I clasicos (HLA-A, HLA-B y HLA-C) y cada persona
hereda un juego de cada progenitor, cualquier célula de un individuo podra expresar 6
tipos diferentes de moléculas HLA-I. En el locus de clase-Il, cada individuo hereda un
par de genes HLA-DP (DPAl y DPA2, que codifican las cadenas o y B), un par de

genes HLA-DQ (DQA1 y DQAZ2, para las cadenas a y ), un gen HLA-DRo (DRA1L) y
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uno o dos genes HLA-DRpB (DRB1 y DRB3, -4 0 -5). De esta forma, un individuo

heterocigotico puede expresar hasta 14 antigenos HLA diferentes pricipales.

C. MOLECULAS HLA DE CLASE I: LIGANDO KIR DE CELULAS NK

Las moléculas HLA de clase | actian como marcadores de lo propio, por eso se
localizan en la superficie de la préactica totalidad de las células nucleadas (a excepcién
de los eritrocitos y los trofoblastos) (119,137). Estas se clasifican en moléculas HLA-I
clésicas o clase 1A (HLA-A, HLA-B, HLA-C) y no clasicas o clase IB (HLA-E, HLA-

F, HLA-G, HLA-H).

Estructuralmente, las moléculas HLA de clase I, son glicoproteinas de membrana que
poseen una cadena mayor denominada “cadena pesada alfa”, de peso molecular de 44-
47 KDa, y donde radica la mayor variabilidad o polimorfismo; y una cadena mas
pequefia de 12 KDa “cadena ligera beta”, que corresponde a la subunidad P2
microglobulina, codificada en el cromosoma 15 y es invariable. La parte extracelular de
la cadena pesada posee tres dominios, a-1, 0-2 y a-3; los a-1 y a-2 conforman la
hendidura o sitio de unién a los péptidos, con una composicion muy variable en
aminoéacidos que determina la especificidad seroldgica al antigeno de superficie; siendo
el dominio o-3 muy constante (132,138). EI HLA-I es inestable en ausencia de un
ligando peptidico tras su montaje dentro del reticulo endoplasmico (RE). Los péptidos
antigénicos derivados intracelularmente que se originan a partir de proteinas propias o
extrafias, con una extension de 8 a 10 aminoacidos, se cargan en el surco de unién de

HLA (139).

El polimorfismo HLA debe tenerse en cuenta para comprender verdaderamente los

mecanismos involucrados en la formacién del complejo HLA-péptido humano estable y
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las interacciones con las moléculas KIR(139). Los loci més variables son HLA B y
HLA C (140). EI polimorfismo de HLA clase | afecta tanto a las caracteristicas de la
superficie que se expone a los receptores KIR, como a la naturaleza de la hendidura de
unién a péptidos; no obstante, hay un predominio de sustituciones no sinénimas (es
decir, que conllevan un cambio de proteina) en las regiones que influyen en el sitio de
unién del péptido. Esto pueden alterar la profundidad, el tamafio o las propiedades
electrostaticas e hidrofébicas de la arquitectura de la bolsa HLA, lo que posteriormente
afecta al repertorio de péptidos o a la conformacién en la que se mantienen estos
péptidos, que, a su vez, puede afectar a la capacidad de un alotipo HLA-I para
interactuar con los KIR. De esta forma, la proteina HLA | experimenta, claramente, un
proceso de seleccion positiva, donde la adquisicion de nuevas variantes modula la
funcién de presentacion de antigenos mediante la modificacion de las especificidades de
reconocimiento de ligandos peptidicos. En otras palabras, las restricciones funcionales
requieren que HLA mantenga un nivel muy alto de diversidad alélica. Esta diversidad
alélica ayuda al sistema inmunoldgico a cubrir un gran numero de péptidos y, por lo
tanto, a luchar contra los patégenos de manera efectiva. De esta forma, los genes HLA
estan fuertemente vinculados a las enfermedades infecciosas y autoinmunes debido a los

altos niveles de polimorfismo (140).

La aloreactividad de las celulas NK y su inmunidad antiviral estdn reguladas
principalmente por la interaccion de los receptores KIR con las moléculas “clasicas”
HLA de clase I, excepto KIR2DL4 que interactdan con HLA no clasico HLA-G, y
KIR3DL2, que interactua ademéas de con ciertos alotipos HLA-A, con el HLA no
clasico HLA-F (137). Los KIR, a diferencia de la especificidad unica de péptido-HLA

de los TCR, suelen reconocer multiples alotipos de clase | que comparten motivos
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estructurales. De esta forma, segun el grado de homologia de las moléculas HLA 1, estas
se pueden subclasificar en: 1) Categorias o grupos alotipicos de HLA clase I, que
pueden diferir en 20 a 30 aminodacidos, pero comparten el epitopo o motivo estructural
de union a KIR; o 2) Alotipos de HLA estrechamente relacionados, que exhiben
micropolimorfismos que los hacen diferir en tan s6lo uno o dos aminoacidos unos de
otros, que si bien con frecuencia se unen a conjuntos superpuestos de péptidos, estos
polimorfismos sutiles, sin embargo, si pueden afectar profundamente al reconocimiento

del receptor (140).

o Categorias o grupos alotipicos HLA-I segun el epitopo de union a KIR

Las moléculas clasicas de HLA | se agrupan en cuatro categorias principales en funcién

del epitopo o0 movito estructural de union a KIR que posean.

Todos los alelos HLA-C expresados pertenecen al grupo de ligandos C1 o C2 segun el
aminoéacido presente en la posicidn 80 de la molécula, con aproximadamente el 50% de
los alelos en cada grupo. EI grupo 1 de HLA-C con asparagina en la posicién 80
proporciona el ligando para KIR2DL2 y KIR2DL3, mientras que el grupo 2 de HLA-C
con lisina en la posicion 80 proporciona el ligando para KIR2DL1. Recientemente se ha
demostrado que mientras que KIR2DL1 solo interactia con el grupo HLA-
C2, KIR2DL2 y, en menor medida, KIR2DL3, también se unen al grupo HLA-C2.
(118). También se ha demostrado que KIR2DS1 interactia con los alelos HLA-C2

(127).

La mayoria de los alelos HLA-B y algunos alelos HLA-A se pueden clasificar como
Bw4 o Bw6: Las moléculas HLA-B se pueden dividir en dos especificidades
supertipicas, Bw4 y Bw6, con diferencias de amino&cidos en las posiciones 77 y 80-83

de la proteina madura. Bw6 se define por la serina en el residuo 77 y la asparagina en el
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residuo 80, mientras que Bw4 se caracteriza por al menos siete patrones diferentes de
aminoéacidos en las posiciones 77 y 80-83. EI motivo Bw4 también esta presente en
varias moléculas HLA-A. Asi por ejemplo, los alelos HLA-B y HLA-A (A*23, *24,
*32) que llevan los epitopos HLA-Bw4 son reconocidos por KIR3DL1. Por otra parte,

el epitopo Bw6 no es un ligando para los KIR (137).

Se sabe que las frecuencias de los alelos KIR varian de una poblacion a otra, pero la
mayoria de las personas tienen KIR inhibitorios especificos para los alelos HLA-C1, -
C2 o -Bw4. Por ejemplo, en ingleses y estadounidenses blancos, los inhibidores
KIR2DL1 (95% a 100%), 2DL2 (43% a 53%) y 2DL3 (85% a 95%) estan presentes en
la mayoria de los individuos, mientras que los activadores KIR2DS1 (35% a 45%) y

2DS2 (45% a 55%) estan presentes con menos frecuencia (127).

o Alotipos HLA-I de union a KIR estrechamente relacionados

La avidez por el ligando de los KIR inhibidores es siempre mayor que la de los
activadores. La importancia bioldgica de esta capacidad de KIR para discriminar entre
alotipos HLA clase | estrechamente relacionados se destacd recientemente en un
analisis de individuos infectados por VIH, donde el receptor KIR3DL1 se asoci6 con un
mejor control de la replicacién viral y ndmeros elevados de células T CD4 en
individuos con la variante alotipica HLA-B*57:01, pero no en aquellos con la variante
HLA-B*57:03. El distinto posicionamiento de los residuos polimorficos dentro de la
hendidura de HLA-I de las dos variantes indicd un posible papel diferencial de la
presentacion de péptidos en su distinta asociacion con el receptor KIR. Dado que las dos
moléculas HLA de clase | comparten repertorios de péptidos superpuestos, se examino

la capacidad de KIR3DL1 para discriminar entre HLA-B*57:01 y HLA-B*57:03
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cuando presentaban péptidos identicos. Se encontrd que la interaccion era muy sensible
al residuo PQ-2 del péptido unido, y los andlisis estructurales comparativos del
potencial de los residuos de aminoacidos en ambas variantes, se posicionaron mas
favorablemente hacia la interaccion con KIR3DL1 en el contexto de HLA-B*57:01. En
resumen, estos datos brindan una vision mecanica de como el micropolimorfismo
dentro de HLA clase | puede afectar al reconocimiento de KIR para impulsar

asociaciones con resultados diferenciales en la enfermedad (140).

7. TIPOS DE RECEPTORES KIR Y ESPECIFICIDAD DE LIGANDO HLA-I

Las células NK se unen a las moléculas HLA de clase | a través de dos grupos distintos
de receptores KIR: inhibidores (iKIR) y activadores (aKIR); los cuales, se representan

en conjunto en la Tabla 6.

En la Tabla 6 se resumen los ligandos HLA-I de los receptores KIR. En general, los
receptores iKIR2D (KIR2DL1, KIR2DL2 y KIR2DL3) son especificos de moléculas
HLA-C, mientras que los receptores IKIR3D (KIR3DL1 y KIR3DL2) pueden
combinarse con HLA-A o HLA-B. Por su parte, KIR2DL4, a diferencia de los otros
iKIR, reconoce una molécula HLA 1 no clésica: HLA-G, tanto su forma soluble como

su forma unida a membrana (112).

Asi mismo, en la Tabla 6 también se muestran los ligandos identificados hasta ahora
para los receptores aKIR (109). Las isoformas de activacion de la familia KIR parecen
haber evolucionado més rapidamente que las KIR inhibitorias, quizds por seleccion
impuesta por patdgenos. Los estudios geneticos han revelado que ciertos KIR
activadores, en combinacién con ligandos especificos HLA de clase I, pueden brindar
proteccion contra la progresion al SIDA en individuos infectados por el VIH y contra la

preeclampsia en madres embarazadas, entre otras enfermedades. Una dificultad para
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comprender la base del efecto protector es que no se han identificado ligandos para la

mayoria de los KIR activadores (94).

RECEPTORES KIR Y LIGANDOS HLA

IKIR (KIR inhibidores)
Receptor Ligando HLA Referencias
KIR bibliogréaficas
KIR 2DL1 HLA-C2 (109,141)
KIR2DL1*022-HLA-C1
KIR HLA-C1 (109)
2DL2/2DL3  Algunos HLA-C2 (baja afinidad)
HLA-B (epitopo C1)
B*46:01 Y *73:01
KIR2DL5 Desconocido (109,142)
A/B
KIR 3DL1 HLA-Bw4 (109,143)
HLA-A Bw4 (A*23/*24*25*32
KIR 3DL2 HLA-A (A*03,A*11) (109)
HLA-F
KIR3DL3 Desconocido (144)
aKIR (KIR activadores)
Receptor Ligando HLA Referencias
KIR bibliograficas
KIR2DL4 HLA-G (145)
KIR2DS1 HLA-C2 (109)
KIR2DS2 HLA-C1 (109)
HLA-A*11:01
KIR2DS3 Desconocido (146)
fKIR2DS4 HLA-Cly C2 (109,147,148)
HLA-A*11:02
KIR2DS5 HLA-C2 (109,146)
KIR3DS1 HLA-Bw4 (HLA B*51, B*27:05, (109,149)
B*57:00)
HLA-F

Tabla 6. Productos del gen KIR y sus ligandos HLA (elaboracion propia)
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De hecho, aunque los dominios extracelulares de algunos aKIR muestran una alta
homologia de secuencia con los iKIR correspondientes (es decir, los pares KIR2DS1-
KIR2DL1, KIR2DS2-KIR2DL?2 y KIR3DS1-KIR3DL1; ya que KIR2DS3, KIR2DS4 y
KIR2DS5 no tienen equivalentes inhibidores), la mayoria de los aKIR no tienen una
especificidad de unidn similar a su contraparte inhibidora. Es probable que tres
caracteristicas conservadas de su biologia hayan obstaculizado el proceso de
descubrimiento de ligandos; (1) su baja afinidad por HLA clase I, (2) su especificidad
limitada y (3) alta selectividad peptidica. Otra posibilidad es que los aKIR reconozcan
ligandos inducidos por virus o moléculas propias HLA clase | alteradas por la infeccién

viral (109).

8. KIR/HLA-I E INFECCION VIRAL

Las células NK son capaces de detectar a través de sus receptores KIR, no solo la
regulacion a la baja de HLA clase I, sino también alteraciones en el peptidoma
presentado por HLA que pueden ocurrir durante infecciones virales (109). Existen
diferentes mecanismos por los cuales la infeccion viral puede afectar rapida y
radicalmente al repertorio de péptidos HLA clase I. Algunos virus han evolucionado
para evadir la inmunidad de las células NK a través de la seleccidén de mutaciones en los
péptidos presentados por HLA que mejoran la union a los receptores inhibidores de las
células NK, tal como es el caso de KIR2DL3. Por el contrario, los cambios inducidos
por virus en el repertorio de péptidos pueden promover una accion beneficiosa a través
de KIR al interrumpir el reconocimiento de HLA clase | por KIR inhibidor, liberando la
restriccion de las células NK para montar una respuesta de eliminacion de las células

infectadas (130).
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Los estudios de asociacion de enfermedades virales que se han realizado hasta la fecha
han demostrado que las interacciones entre el ligando HLA-1 y el receptor de KIR
pueden influir en el resultado de multiples infecciones virales; destacandose en especial,
entre otras, la enfermedad del virus de la inmunodeficiencia humana (VIH), por haber
sido particularmente bien estudiada. Asi, se ha descubierto que diferentes genotipos
KIR-HLA tienen un efecto protector frente al VIH, tales como KIR3DS1 y HLA-B
Bw4 (150,151), KIR3DS1 y HLA-F (152), KIR3DL1 Y HLA-B Bw4 (HLA-B* 57:01)
(151), o el fenotipo KIR2DL5, KIR2DS1 y KIR2DS5 (153); mientras que otros
genotipos KIR se asocian a mayor susceptibilidad a la infeccion VIH, tal como sucede
con fKIR2DS4 o la interaccion KIR2DL3 y HLA-C*16:01 (154). Esto demuestra que
hay muchas posibles interacciones KIR/HLA que ofrecen distintos grado de proteccién
o resistencia al VIH, ademas de influir otros posibles mecanismos, como la variaciones
estructurales sutiles en el receptor NK y su ligando HLA-I, que podrian favorecer la
mayor discriminacion por parte de las células NK de los cambios en la carga de
péptidos, conllevando cambios derivados en las respuestas resultantes de las células NK
durante la infeccion viral (151). También se ha visto en el VIH, que la magnitud de la
educacion NK es directamente proporcional al grado de control viral. Los estudios
epidemioldgicos y las investigaciones funcionales posteriores han revelado que las
combinaciones de subtipos de alelos de KIR3DL1 y HLA-B que inducen una educacién
maés solida, como las combinaciones de KIR3DL1-h y Bw4-80I de alta afinidad, estan
asociadas con el mejor control del VIH en pacientes no tratados con agentes
antirretrovirales. Por el contrario, los individuos Bw4 negativos, en los que las células
NK KIR3DL1" no han sido educadas, exhiben una progresion mas rapida al SIDA, al

no poder ejercer su accion protectora contra el VIH. El hecho de que la educacion en
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NK pueda predecirse mediante interacciones receptor-ligando codificadas por alelos
tiene importantes implicaciones pronosticas y de gestion para las poblaciones infectadas
por el VIH, ya que puede identificar a los supercontroladores de los progresores solo

por el genotipo (155).

De la misma forma, se sabe que la interaccion KIR-HLA I influye en el resultado de
otras muchas infecciones virales, tales como el virus de la hepatitis C (156) (108) (157)
(158) (159), el virus de la hepatitis B (157) (160) (161) (162), el citomegalovirus
(137,163) (164) (165) (166), el virus de la gripe (167), el virus del dengue (126), el

virus del ébola (168), o el virus de Lassa (169), entre otras.

Algunos autores han sugerido que las células NK también pueden desempefiar un papel
importante en la infeccion por SARS-CoV1. Descubrieron que el numero total de
células NK vy el porcentaje de células NK CD158b+ (células NK KIR2DL2/3+ ylo
KIR2DS2+) eran significativamente mas bajos en pacientes con infeccion por SARS-
CoV-1 que en sujetos sanos. Ademas, la expresion de células NK de CD158b+ se
correlacion6 con la gravedad de la enfermedad y la presencia de anticuerpos especificos

contra el coronavirus del SARS.
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JUSTIFICACION

El brote de la enfermedad por coronavirus 2019 (COVID-19), causado por el nuevo
coronavirus de tipo 2 responsable del sindrome respiratorio agudo severo (SARS-CoV-
2), se ha convertido en una crisis de salud global en evolucion. Desde su aparicién, con
declaracion formal de la pandemia en marzo de 2020 por la OMS, ha provocado una
alta morbilidad y mortalidad en todo el mundo. Hasta el 15 de febrero de 2023, el
COVID-19 ha afectado a méas de 756 millones de personas y provocado la muerte de
mas de 6 millones [ https://www.who.int/emergencies/diseases/novel-coronavirus-

2019/situation-reports ].

En el momento en que se plante0 este estudio, coincidiendo con las primeras olas de la
pandemia y sin existencia aun de vacunas para poder combatir esta nueva infeccién
viral, el riesgo de los infectados de evolucién a una forma grave de la enfermedad con
requerimiento de ingreso hospitalario era de hasta un 15-20%, con una tasa de
mortalidad hospitalaria mayor que la del virus influenza que oscilaba entre el 7,1 y el

17,1% segun las series y una tasa general de letalidad de la enfermedad del 2,3% (170).

No obstante, desde el inicio de la COVID-19, las estrategias de tratamiento y
preventivas extremas, junto con la posterior disponibilidad de vacunas eficaces y la
aparicion de nuevas variantes del SARS-CoV2 asociadas a un curso evolutivo de la
enfermedad mas leve, como la Omicron, han logrado frenar la propagacion del virus, y
han reducido sustancialmente el riesgo de enfermedad grave, con una reduccién de la

tasa de letalidad global actual menor del 1%, similar a la de la gripe.
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A pesar de los grandes avances conseguidos, desafortunadamante la COVID-19 sigue
siéndo una causa importante de muerte, particularmente en los no vacunados, aquellos
con enfermedades comdrbidas o adultos mayores. Actualmente, continta existiendo un
porcentaje de personas considerable (hasta un 5-10% de las infectadas por SARS-CoV2,
segun la edad y estado de vacunacion) que evolucionan a una forma grave de la
enfermedad con necesidad de hospitalizacion y soporte ventilatorio, y un porcentaje
menor de los casos (de un 0,3-1% de las personas infectadas por SARS-CoV2)
desarrollan sintomas criticos con complicaciones respiratorias que culminan en un
sindrome de dificultad respiratoria aguda potencialmente mortal, que constituye el sello
distintivo de la etapa final de la COVID-19 grave (171-173); y a ello, se afiade, que en
algunos paises con menos disponibilidad de recursos pueden pasar meses o incluso afos

antes de que los efectos de la pandemia puedan mitigarse de manera eficiente.

En base a esto, desde la aparicion de este nuevo coronavirus, se han investigado los
factores asociados a un curso evolutivo grave tras la infeccion, entre los que se incluyen
factores epidemioldgicos, clinicos y de laboratorio, con la finalidad de crear
herramientas de prediccion que nos ayuden a identificar de forma precoz a aquellos
pacientes mas vulnerables que tienen mas probabilidades de tener una forma grave de la
enfermedad. La finalidad, es poder establecer la gravedad inmediata del paciente y su
riesgo de progresion, para poder anticiparnos, mediante la administracion de un
tratamiento preventivo en una fase temprana de la enfermedad que evite la entrada en la
fase inflamatoria; ya que una vez se entra en esta fase, se asocia al desarrollo de distres
respiratorio, con una alta probabilidad de muerte del paciente pese a los esfuerzos

terapéuticos y de soporte ventilatorio.

Aunque, la enfermedad grave ocurre predominantemente en varones de edad avanzada,

no vacunados o con ciertas comorbilidades, también pueden ocurrir en personas sanas
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de cualquier edad, en las que las variables clinicas y de laboratorio cobran protagonismo
para ayudarnos a predecir su evolucion; debiendo tener en cuenta, no obstante, su valor
mas limitado al tratarse de biomarcadores de gravedad de aparicion tardia en pacientes
que ya han adquirido la infeccion por SARS-CoV2, y que ofrecen, por tanto, un menor
margen de tiempo al clinico para anticiparse y actuar, y, consiguientemente, un menor
margen de beneficio al paciente para poder mejorar sin entrar en la fase inflamatoria de

la enfermedad.

Al mismo tiempo, la mayoria de lo estudios que evaltan tales herramientas predictivas
de gravedad en base a las variables mencionadas estan limitados por el riesgo de sesgo y
no han sido validados adecudamente para el manejo clinico. Es por ello, por lo que pese
a los esfuerzos por identificar los factores asociados a la gravedad de la enfermedad,
continua sin estar resuelto saber el por qué algunas personas padecen una enfermedad
grave o incluso critica, mientras que otras s6lo muestran sintomas clinicos leves, siendo

el prondstico de los pacientes tan heterogéneo.

En este sentido, sabemos, en base a observaciones previas durante las epidemias del
SARS y del MERS, que el sistema inmunolédgico es fundamental para defender y
eliminar las células infectadas por ambos coronavirus, pudiéndonos proporcionar una
respuesta a esta cuestion sin resolver. Asi, varios investigadores han profundizado en
este campo, descubriendo que los casos graves de COVID19 se caracterizan por una
respuesta disregulada del sistema inmunitario, en la que se pierde el equilibrio que lo

caracteriza.

De esta forma, el estudio de las caracteristicas inmunologicas asociadas a la gravedad

de la COVID19 podria proporcionarnos una explicacion a la respuesta clinica tan
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heterogénea frente a la enfermedad, y de forma paralela podria ser Gtil para descubrir
nuevos marcadores genéticos e inmunologicos, detectables con métodos diagndsticos
rapidos, que fueran complementarios a las herramientas de prediccion ya existentes
actualmente, permitiendo mejorar la evaluacion de la susceptibilidad a la infeccion y la
prediccidn de la evolucion a una forma grave de la enfermedad en etapas mas precoces.
Al mismo tiempo, estos nuevos marcadores podrian constituir nuevas dianas

terapéuticas sobre las que actuar.

Los diversos estudios publicados al respecto han puesto en evidencia que a medida que
avanza esta enfermedad la linfopenia que caracteriza a los pacientes con COVID-19 se
produce a expensas de los linfocitos T CD8 y NK, y esto parece asociarse en algunos
casos a un descenso de su funcionalidad que se relaciona con la disregulacion
inmunitaria propia de la fase inflamatoria de la enfermedad. Algunos estudios
demuestran que las céulas NK tienen un mejor valor predictor de gravedad en pacientes
criticos con COVID19. Las células NK son unas de las principales células efectoras de
la respuesta innata frente a infecciones virales, con la peculiaridad de que su respuesta
esta regulada por un conjunto complejo de interacciones receptor/ligando que presentan
el mayor grado de polimorfismo genético de la naturaleza. Las interacciones mas
importantes son las mediadas por los KIR y sus ligandos HLA-I. La alta diversidad de
este sistema KIR-HLA-I podria proporcionar una susceptibilidad diferencial y Unica a
cada uno de los seres humanos frente a las infecciones virales, estando ya demostrado
en numerosos estudios su influencia en el resultado de una multitud de infecciones por
virus. Sin embargo, su papel en la variable clinica COVID-19 a fecha de realizacion del

presente estudio permanecia casi sin explorar.
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HIPOTESIS DE TRABAJO

La enfermedad producida por la infeccion por SARS-CoV2 continda siendo una
importante causa de morbimortalidad a nivel mundial a pesar de los avances
conseguidos desde el inicio de la pandemia, con la vacunacion y la aparicion afiadida de
nuevas variantes de curso clinico mas leve como la Omicron, que han provocado un
descenso marcado en el porcentaje de casos que evolucionan a una forma grave de la
enfermedad (desde un 15-20% inicial, hasta un 5-10% actual segln la edad y el estado
de vacunacion) con un descenso asociado de su tasa de letalidad, que actualmente es

similar a la del virus influeza con un porcentaje inferior al 1% (170).

Hasta la fecha, la mayoria de los estudios realizados que investigan las variables
predictoras de gravedad de la COVID-19, estan limitados por el riesgo de sesgos, no
han sido validados adecuadamente para su manejo clinico, y se basan principalmente en
caracteristicas demograficas, clinicas y analiticas, permaneciendo casi sin explorar la
contribucion de factores inmunoldgicos o marcadores genéticos especificos, que
podrian aumentar la capacidad predectiva en fases tempranas de la enfermedad y

mejorar el manejo de los pacientes.

Conocer los factores determinantes de la gravedad de la enfermedad, responsable de la
gran hetereogeneidad en la respuesta clinica al SARS-CoV2, nos podria ayudar a
identificar precozmente a los casos vulnerables de mayor riesgo y anticiparnos con
estrategias terapéuticas con impacto prondéstico que reduzcan la evolucion a una froma
grave de la enfermedad, con la disminucion asociada del nimero de ingresos en el
hospital, el tiempo de estancia hospitalaria o la mortalidad; a la vez que nos permitiria

descubrir nuevas dianas terapéuticas con posible valor patogénico sobre las que actuar.
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Se sabe que el sistema inmunoldgico es fundamental para defender y eliminar el virus, y
dentro del mismo, las células NK cobran un protagonismo especial al ser conocido su
papel principal como efectoras en la respuesta innata contra las infecciones virales. La
respuesta de las células NK esta regulada principalmente por las interacciones mediadas
por los receptores KIR y sus ligandos HLA-I, que, debido a su gran polimorfismo
genético, son determinantes en la distinta susceptibilidad a las infecciones virales a

nivel individual y poblacional.

En vista de estas consideraciones, es plausible plantear la hipotesis de que los receptores
KIR, a través de las interacciones especificas con sus ligandos HLA-I, juegan una
importante labor en la susceptibilidad y el prondstico de la infeccion por SARS-CoV2

(COVID19).
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OBJETIVOS DE INVESTIGACION

1. OBJETIVO PRINCIPAL

o Evaluar el papel y el valor predictivo de las interaccion de los receptores KIR con
sus ligandos HLA de clase I, que regulan la educacion y funcion de las células NK,
en la susceptibidad y el pronostico de la enfermedad causada por SARS-CoV2
(COVID19); asi como analizar el valor prondstico de factores demograficos,

analiticos y clinicos asociados a la COVID-19 grave.

2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Analizar el valor pronostico de las variables demograficas, clinicas y analiticas de
los pacientes con infeccion por SARS-CoV?2 incluidos en el estudio, comparando

diferencialmente grupos de pacientes con formas leve y grave de la enfermedad.

2. Evaluar en pacientes con infeccion por SARS-CoV2 la prevalencia del genotipo
KIR, asi como el patron de expresion de los receptores KIR en las células NK de
sangre periférica (medido tanto en porcentaje de expresion, como en Intensidad de
Fluorecencia Media) analizando si existen diferencias significativas entre
pacientes con formas leves y graves de la enfermedad, y contrastandolas a su vez

con las de grupo control.

3. Estimar el perfil de interacciones de receptores KIR con sus ligandos HLA de

clase | en pacientes con infeccion leve y grave por SARS-CoV2 y controles sanos,
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y el posible papel que péptidos derivados del virus SARS-CoV2 pueda tener en la

afinidad de dichas interaccioness y en la severidad de la enfermedad.
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METODOLOGIA UTILIZADA

1. DISENO DEL ESTUDIO Y PACIENTES

Se trata de un estudio prospectivo, transversal, observacional y multicéntrico, que
investiga el valor predictivo de la susceptibilidad y la severidad de la enfermedad por
SARS-CoV2 (COVID19) a través del analisis comparativo de las interacciones de los
receptores KIR de las células NK con sus ligandos especificos HLA de clase | en
pacientes con enfermedad leve-moderada y grave, segun la clasificacion modificada de

la OMS.

En este estudio se incluyeron a 201 pacientes sintoméaticos con COVID-19 y 210
controles sanos emparejados por sexo, edad y etnia, procedentes de 10 hospitales
espafioles (4 comunidades autonomas). El grueso de los pacientes (~70%) pertenece a
los tres principales hospitales del municipio de Murcia (Hospital General Universitario
Reina Sofia, el Hospital Morales Meseguer y Hospital Univesitario Virgen de la
Arrixaca), que cubren un area de poblacién aproximada correspondiente a un tercio del
total de la Regién, y el ~30% restante de los pacientes incluidos en el estudio
corresponden a otros hospitales de la Region de Murcia (Hospital Santa Lucia de
Cartagena, con n=11, Hospital Rafael Mendez de Lorca con n= 13, Hospital Los Arcos
de San Javier, con n=4), y a hospitales de las ciudades de Madrid (n= 3 pacientes: dos
pacientes del centro de salud de La Chopera perteneciente al municipio de Alcobendas y
un paciente del hospital Universitario HM Sanchinarro), Almeria (n=3 pacientes del
hospital Perpetuo Socorro) y Albacete (n=3 pacientes del Hospital General
Universitario de Albacete). EI Comité de Etica del Hospital General Universitario

Reina-Sofia de Murcia aprobo el estudio.
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En cuanto al calculo del tamafio muestral del estudio, aceptando un riesgo alfa de 0,05 y
un riesgo beta de 0,2 en un contraste bilateral, se precisan 100 sujetos en el primer
grupo (enfermedad leve-moderada) y 100 en el segundo grupo (enfermedad grave) para
detectar como estadisticamente significativa la diferencia entre dos proporciones, que
para el grupo 1 se espera sea de 0,85 y para el grupo 2 de 0,68. Se ha estimado una tasa

de pérdidas de seguimiento del 5%. Se ha utlizado la aproximacion del ARCOSENO.

Para la inclusion de los pacientes se obtuvo el consentimiento por escrito de los casos y
los controles. Se incluyeron de forma consecutiva, desde el 12 de Mayo al 15 de
Octubre de 2020, a aquellos pacientes (mayores de 18 afios) con infeccién confirmada
por coronavirus 2 del sindrome respiratorio agudo severo mediante RT-PCR, y se
siguieron hasta los 75 dias de mediana tras el alta hospitalaria (rango intercuartilico

[IQR], 61-92); sin seguimiento posterior de los mismos.

Para evaluar la gravedad de la enfermedad, se utilizo la clasificacién modificada de la
OMS, segun la cual, atendiendo a los requerimientos de ingreso hospitalario,
oxigenoterapia, y evolucion clinica, establece hasta 6 grados de gravedad: Grado 1 (no
ingreso), Grado 2 (ingreso con 02 ambiente), Grado 3 (oxigeno a bajo flujo), Grado 4
(soporte respiratorio no invasivo u oxigenoterapia de alto flujo), Grado 5 (soporte

respiratorio invasivo) y Grado 6 (muerte).

Otras escalas de gravedad de la COVID-19 complementarias usadas como guia fueron:

(1) Una escala de clasificacion de la gravedad de los pacientes atendiendo a sus
manifestaciones clinicas, segun la cual se clasificaron en cuatro grupos: 1) leve,
pacientes con infeccion respiratoria sin neumonia), 2) moderada, pacientes con
infeccion respiratoria con neumonia no complicada, 3) severa, pacientes que cursan con

disnea, taquipnea con >30 respiraciones por minuto, saturacion de 02 < 93%, Pa02/Fi02
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ratio < 300 y/o infiltrados pulmonares en >50% del campo pulmonar en 24 a 48 horas y
4) critica pacientes que cursan con fallo respiratorio, shock séptico, y/o fallo/disfuncion

multiorgénica.

(2) La escala de evaluacion secuencial de insuficiencia organica (SOFA)(174), segun la
cual, la disfuncion organica puede representarse mediante un aumento de 2 puntos o
méas en la evoluacion secuencial de insuficiencia orgénica, que se asocia con una

mortalidad hospitalaria superior al 10%.

Para la estratificacion de los casos de nuestro estudio en dos grupos de pacientes con

distinta gravedad segun la evolucién de la COVID-19, inicialmente se considerd:

o Un primer grupo de casos con enfermedad leve-moderada, definido por los grado 1
a 3 de la clasificacion modificada de la OMS, que incluy6 desde pacientes que no
ingresaron, hasta los que lo hiceron y llegaron a necesitar tratamiento con oxigeno a
bajo flujo.

o Un segundo grupo de casos con enfermedad grave, definido por los grados 4 a 6 de
la clasificacion modificada de la OMS, que incluyd a pacientes que requirieron

tratamiento con oxigeno a alto flujo, VMNI, 10T con VMI o pacientes fallecidos.

No obstante, tras un primer analisis en el que se compard la distribucion de KIR-HLA
en los dos grupos considerados inicialmente de pacientes COVID-19 segun su distinta
gravedad, no se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre ambos, por
lo que se redefinieron los casos de nuestro trabajo en dos nuevos grupos con diferente

evolucion:

Universidad de Murcia

121



o Aquellos con un curso clinico leve-moderado, definidos por los grados 1 a 4 de la
clasificacion modificada de la OMS, incluyendo pacientes que llegaron a precisar
como tratamiento oxigeno a alto flujo o VMNI, como terapia que marcaba el dintel
de gravedad.

o Aquellos con un curso clinico grave, definidos por los grados 5 a 6 de la
clasificacion modificada de la OMS, que incluyo pacientes que requrieron VMI o

que fallecieron.

Se recogieron variables demogréficas, clinicas, analiticas y experimentales:

o Demograficas: edad, sexo, peso, talla y etnia.

o Clinicas: presencia de comorbilidad (hipertension arterial, diabetes mellitus,
dislipemia, enfermedad cardiovascular, enfermedad cerebrovacular, enfermedad
pulmonar obstructiva cronica o EPOC, asma, hepatopatia, insuficiencia renal
cronica, neoplasia, inmunosupresion), tratamiento cronico (IECAs, ibuprofeno),
presencia de neumonia (si/no), duracién de sintomas, tratamiento instaurado con
fecha de inicio y fin (hidroxicloroquina, litonavir, azitromicina, corticoides,
tocilizumab), escalas de gravedad (puntuacion SOFA y CURB-65), coinfeccion
bacteriana (si/no), requerimiento de oxigenoterapia (mayor valor de SAFI y PAFI
durante el ingreso), requerimiento de soporte ventilatorio (oxigenoterpia de alto
flujo o VMNI, VMI, ECMO) y evolucion (hospitalizacion, ingreso en UCI,

fallecimiento).

o Analiticas: Glucosa, Creatinina, Urea, Potasio, Sodio, Calcio, Fosforo, Colesterol,
Trilgicéridos (TAG), lipoproteinas de alta densidad (HDL), Creatin fosfoquinasa
(CPK), bilirrubina, ALT, AST, FA, GGT, LDH, hemograma, albdmina, proteinas,

proteina C reactiva (PCR), dimero D (DD), ferritina, procalcitonina, interleuquina 6
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(IL 6), velocidad sedimentacion glomerular (VSG), &cido lactico, vitamina D,
fibrindgeno, gamaglobulinas Ig A, Ig G e Ig M, grupo sanguineo ABO,
anticoagulante lapico y anticuerpos antifosfolipido, grupo sanguineo, serologia de

VIH, VHB y VHC.

o Experimentales: Genotipo HLA-I (lingandos KIR), genotipo KIR, expresion de

receptores KIR en células NK e interacciones KIR/HLA-I

Para la obtencion de las variables demograficas y clinicas de los pacientes incluidos en
el estudio se realizé una entrevista clinica individual de cada uno de ellos a través de
una consulta presencial hospitalaria, ademas de ayudarnos del analisis de la informacion
contenida en sus historias clinicas para conseguir la totalidad de los datos requeridos en

nuestro estudio.

La determinacién de las variables analiticas, que incluyen las distintas variables
bioquimicas, microbiologicas, hematologicas e inmunoldgicas previamente
especificadas, se realizo a través de la obtencién de muestras de suero y sangre con
acido etilendiaminotetraacético (EDTA) de todos los pacientes incluidos en el estudio

(casos y controles).

Genotipaje HLA y KIR

Estos estudios se realizaron en el la Unidad de Citometria e Inmunologia Tumoral del

Servicio de inmunologia del HCUVA.

El genotipado de HLA-1 (HLA-A, -B y -C) y de KIR se realiz6 en el Servicio de
Inmunologia del Hospital Universitario Virgen de la Arrixaca (HUVA) en muestras de

acido desorribonucleico (ADN) extraidas con QIAamp-DNA-Blood-Mini-kit (QIAGEN
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GmbH, Hilden, Alemania), a partir de muestras de sangre periféricas de los pacientes
incluidos en el estudio, utilizando la técnica de biologia molecular PCR-SSO vy
Luminex® Lifecodes HLA-SSO y KIR-SSO (Immucor Transplant Diagnostic). A
través de esta técnica se procede a la amplificacion de un segmento de ADN por la
técnica de reaccién en cadena de la polimerasa (PCR), seguida de la hibridacion con
sondas de oligonucledtidos de secuencia especifica (PCR-SSOP); permitiendo a la
tecnologia Luminex analizar muchas muestras simultaneamente (multiplex). El
genotipado HLA permitio distinguir alelos HLA-C Asn80 (grupo C1) y HLA-C Lys80
(grupo C2), asi como alelos Bw4 (175). El genotipado KIR identifico iKIRs (2DL1-L4 /
2DL5 y 3DL1-L3) y aKIRs (2DS1-S5 y 3DS1). Se detectaron diferentes alotipos de
KIR2DS4, incluyendo el alotipo expresado (KIR2DS4full o fKIR2DS4) y el no
expresado (KIR2DS4dell o dKIR2DS4). Los genotipos KIR se agruparon en AA si
contienen solo genes del haplotipo-A candnico (KIR3DL3, 2DL3, 2DL1, 2DL4, 3DL1,
2DS4 y 3DL2) o en Bx si contienen cualquier otro (KIR2DL2, 2DS2, 3DS1, 2DS1,
2DS3 ylo 2DS5). Todos los haplotipos KIR contienen una combinacion de cuatro
motivos de contenido génico centroméricos (cA01, cB01, cB02,cB03) y dos
teloméricos (tA01, tB01). Se identificaron las regiones centroméricas y teloméricas de

los haplotipos AA/Bx (176).

Expresion de receptores NK en células de sangre periférica

Estos estudios se realizaron en el la Unidad de Citometria e Inmunologia Tumoral del

Servicio de inmunologia del HCUVA.

El analisis de la expresion de los receptores KIR activadores e inhibidores en células
NK de sangre periférca se realizo en el Servicio de Inmunologia de HUVA mediante

citometria de flujo en Lyric de 12-fluorescencias y DIVA sofware 9.0 (Beckton
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Dickinson, BD) en 100ul de sangre, marcando simultaneamente: CD3-PerCP (SK7,
BD), CD8-APCCy7 (SK1, BD), CD16-BV510 (3G8, BD) y CD56-BV711
(NCAM16.2, BD) para diferenciar las subpoblaciones T (T CD8+ y CD3+CD8-) y NKs
(CD16-CD56++ y CD16+CD56+). La expresion de receptores activadores e inhibidores
en células NK CD3CD167'CD56" (CD56°"") y CD3CD16" CD6" (CD56%™) y
linfocitos T CD3"CD4" y CD3*CD4" se evalu6 como porcentaje de células positivas y
como intensidad de fluorescencia media (MFI) usando FACSLyric y DIVA-9.0 (Becton

Dickinson) como se describe en la Figura 7 .
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Figura 7: Analisis de receptores activadores e inhibidores en células asesinas naturales
(NK) y linfocitos T de sangre periférica. El protocolo de tincion incluia 15 anticuerpos
monoclonales en 12 colores: CD3-BV510 (SK7; Becton Dickinson [BD]), CD4-BV786
(RPA-T4; BD), CD16-AF700 (3G8; BD), CD56-BV711 (NCAM16.2; BD),
KIR2DL1/S1-PECy7 (EB6; BD), KIR2DL2/L3/ S2-PE-Cy5 (GL183; Beckman
Coulter), KIR2DL1-FITC (143211; Sistemas de I1+D), KIRDL3-APC (180701
[Sistemas de 1+D], KIR2DL3), KIR3DL1-APC (DX9; Sistemas de 1+D), KIR2DS4-
APC (FES172; Beckman Coulter), CD226-PE (11A8; BioLegend), NKG2A-BV786
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(131411; BD), NKG2D-APC-Cy7 (1D11; BioLegend) y TIGIT-BV421 (741182; BD).
Los subconjuntos de células asesinas naturales y células T se identificaron siguiendo
una estrategia de “gating” jerarquizada y logica conn el software Diva 9.0 (BD): las
células se seleccionaron en un diagrama de puntos de dispersion frontal (FSC)-H/FSC-
A (datos no mostrados), luego los linfocitos se seleccionaron en funcién de la baja
dispersion para FSC y dispersion lateral (SSC), y todas los subpoblaciones de linfocitos
dependian jerarquicamente en estas ventanas de seleccion. Los linfocitos CD3+ se
clasificaron como células CD3+CD56-/+. Las subpoblaciones de células T CD3+CD4+
y CD3+CD4~- se establecieron dentro de los linfocitos CD3+. Las células NK totales se
definieron combinando una ventana en CD3-CD56+ con otra CD56+/++CD16+/-. Para
excluir los monocitos M2 en el subconjunto de células NK, se descartaron los eventos
CD16++CD56—. La expresion de los receptores tipo inmunoglobulinas de células
asesinas (KIR2DS1+, KIR2DL1+, KIR2DL1+S1+, KIR2DL2/S2+, KIR2DL3+,
KIR3DL1+, KIR3DS1+ y KIR2DS4+) se estimaron en las células NK total y en
linfocitos T CD8+. Las células KIR2DL3+, KIR3DL1+ y KIR2DS4+ (todas tefiidas con
anticuerpos monoclonales de aloficocianina) se separaron l6gicamente combinando con
una seleccién de no-KIR2DL2/L3/S2 (en ficoeritrina [PE]-Cy5) y no-KIR3DL1/S1 (en
PE), respectivamente. Se aplicd un andlisis especial a pacientes con alelos KIR2DL3
que no eran reactivos con anticuerpo clonal anti-KIR2DL3 180701 (alelos
KIR2DL3*005 o *015). Se aplico una logica de gating para estimar subconjuntos de
células NK que expresan KIR dnico (por ejemplo, KIR2DS4 Unico: KIR2DS4+,
KIR2DL1+, KIR2DS1+, KIR2DL2S2+, KIR2DL3+, KIR3DL1+ y KIR3DS1+, etc.).

Como se muestra en la figura, se evaluo la expresion (porcentaje e intensidad média de
fluorescencia) de diversos receptores asociadas a células NK: CD226, TIGIT, NKG2A,

KIR2DS1, KIR2DL1, KIR2DL2/S2, KIR2DL3, KIR3DL1, KIR3DS1 y KIR2DS4.

Modelado de la afinidad KIR frente a HLA-1/péptido viral

Estos estudios se realizaron en el la Unidad de Citometria e Inmunologia Tumoral del
Servicio de inmunologia del HCUVA en colaboracion con los departamentos de
Ingenieria Electronica e Informatica e Ingenieria Quimica y Bioldgica, de la

Universidad de Ciencia y Tecnologia de Hong Kong, China.

El modelado de la afinidad receptor/ligando de los receptores KIR activadores B-
telomeéricos (KIR2DS1 y KIR3DS1) para los alotipos HLA-B*15 (B*15:01, B*15:03,

B*15:04, B*15:17, B*15 :18 y B*15:24) presentando péptidos del SARS-CoV?2 se hizo
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plantedndolo como un problema de alineacion de secuencias por pares (que tiene por
objetivo determinar si una secuencia de nucleétidos o aminoacidos esta relacionada con
otra) (177). Las puntuaciones de alineacion de afinidad se calcularon utlizando la matriz
de puntuacion PAM250, indicando una puntuacion alta una mayor probabilidad de
unién (las puntuaciones de alineacion mas altas posibles reflejan los contactos
intermoleculares mas sélidos entre un péptido y un fragmeno derivado del receptor).
NetMHCpan-4.1(178) se us6 con la secuencia de referencia del proteoma completo
Wuhan-Hu-2019 (GISAID ID: EPI_ISL_402125) para predecir péptidos de 9 mer, de
unién fuerte, presentados por cada alotipo HLA-B*15 (rango percentil <0,05 o

puntuacion> 0,8).

Debido a que no se han descrito los residuos de KIR3DS1 que interactian con los
péptidos que presentan HLA-B*15, los residuos de interaccion potencial se obtuvieron
usando la estructura de su homologo KIR3DL1 (con una similitud de aminoacidos del
97% de los dominios extracelulares) (179) afin a su ligando HLA-B*57:01-presentador
de péptido (identificacion del banco de datos de proteinas [PDB 1D] 5T70) y mediante
la alineacion de la secuencia de la proteina de KIR3DL1 con la de KIR3DS1 (Centro
Nacional de Informacion Biotectnologica NCBI, numero de acceso NP_001077008.1).
La puntuacién de interaccion entre los residuos del receptor y el péptido SARS-CoV-2
se obtuvo como una media de afinidad de alineacion calculada a partir del nimero total
de interacciones de los residuos. Se calculd la puntuacion de interaccion de
KIR3DL1/KIR3DS1 con su ligando Bw4 (180) para determinar la afinidad de las
interacciones KIR/ligando de origen natural. Para este analisis, se identificaron residuos

KIR3DS1 potenciales que interactian con el epitopo Bw4 (posiciones HLA-B77, 80,
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81, 82 y 83 (181)) en funcion de la estructura de KIR3DL1 que forma un complejo con

HLA-B*57:01 (PDB ID: 3VHS8).

Se utilizé un procedimiento similar para modelar las interacciones de 15 péptidos de
KIR2DS1/HLAB*. Los residuos que interactian con KIR2DS1 se obtuvieron utilizando
la estructura KIR2DL1 afin al ligando HLA-Cw4 presentandor de péeptido (PDB ID
1IM9) (182) y alineando la secuencia proteica de KIR2DL1 con la de KIR2DS1 (NCBI

namero de acceso XP_011546300.1).

2. ANALISIS DE DATOS

El andlisis estadistico se realiz6 con apoyo de Bioinformatica-IMIB usando SPSS,
version 24.0 (SPSS Inc, Chicago, IL) y R-MASS. Las variables cualitativas y

cuantitativas se analizaron mediante métodos paramétricos y no paramétricos basicos.

Utilizamos porcentajes e intervalos de confianza del 95% (IC del 95%) para los datos
categoricos. Se analizaron mediante tablas de frecuencia y pruebas exactas de Fisher de
x> 0 2 colas de Pearson para calcular todos los valores de P y calcular las razones de

probabilidad (OR) con un IC del 95% para los datos categdricos.

Se utilizaron la media y la desviacidén estandar para las variables continuas y las
diferencias se estimaron con analisis de varianza (ANOVA), pruebat de Student
o0 prueba U de Mann-Whitney en funcion de la presencia o ausencia de distribucion

normal.

Teniendo en cuenta el gran tamafio de los conjuntos de datos de genes KIR,
ligandos HLA y condiciones clinicas utilizadas para el analisis de asociacion, todos los
valores de P significativos se ajustaron mediante el método de correccion conservador

de Bonferroni (Pc) para comparaciones maltiples. El ajuste de Bonferroni es una técnica
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estadistica que ajusta el nivel de significacion en relacion al numero de pruebas
estadisticas realizadas simultaneamente sobre un conjunto de datos. Suponiendo que mi
analisis pos-hoc consiste en m pruebas separadas, la correccién de Bonferroni pretende
asegurar que la probabilidad total de cometer algun error de tipo | sea como méaximo
alfa. Para ello, multiplica cada uno de los valores p brutos por m, obteniendo un valor p”
corregido, cuyo valor debe ser inferior a alfa para recharzar la hipotesis nula. El nivel
de significacion para cada prueba se calcula dividiendo el error global de Tipo 1 entre el
namero de pruebas a realizar. Se utiliza cuando no son muchas las comparaciones a

realizar y ademas, los grupos son homogéneos en varianzas.

La asociacion entre variables se evalué con un andlisis de regresion logistica binaria,
ajustado por variables de confusion. Inicialmente se llevd a cabo un andlisis de
regresion logistica univariante, seleccionandose posteriormente aquellas variables con P

<0.05 para incluirse en el analisis multivariante.

Para el analisis de la Supervivencia Libre de Progresion (SLP) y la Supervivencia
Global (SG) se utilizd el estimador Kaplan-Meier (para estimar la curva de
supervivencia) y la prueba de rango logaritmico de Mantel-Haenszel (para comparar
curvas de supervivencia). Se aplico el modelo de regresion de Cox para estimar el

efecto independiente de las variables de interés con la supervivencia.

El impacto de fKIR2DS4 en el tiempo medio hasta el ingreso en la unidad de cuidados
intensivos (UCI) se evaludé mediante Kaplan-Meier y la prueba de rango logaritmico de
Mantel-Haenszel. El tiempo fue censurado 30 dias después del inicio de los sintomas.

Solo los valores de P por debajo de 0,05 se consideraron estadisticamente significativos.
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RESULTADOS

1. CARACTERISTICAS DEMOGRAFICAS, CLINICAS Y ANALITICAS

En este estudio se incluyeron a 201 pacientes sintométicos con COVID-19, cuyas
caracteristicas demograficas, clinicas y analiticas se describen a continuacion en la
Tabla 7. Se incluyeron también 210 controles sanos emparejados por sexo, edad y etnia.
Respecto al grupo control, el grupo de pacientes con COVID-19 estaba conformado por
un porcentaje de hombres mayor (59,7% vs 45% en los controles), con una media de
edad ligeramente superior (57,6 £ 11,8 vs 53,0 £ 12,1 afios en los controles) y un
porcentaje de poblacién caucésica ligeramente inferior (del 84% vs 89% en los

controles).

Tabla 7. Caracteristicas demograficas, clinicas y analiticas de los casos COVID-19
COVID-19
n=201

Factores Demograficos

Edad, afios (media + DE) 57,6 +11,8
Sexo femenino (%) 81 (40,3%)
Etnia caucéasica (%) 166 (84%)
Etnia latinoamericana (%) 30 (15,3%)
Comorbilidad y severidad

Enfermedad cardiovascular (%) 33 (16,1%)
Tabaquismo (%) 56 (27,84%)
Consumo sustancias (%) 1 (0,5%)
Hipertension (%) 78 (38,8%)
Diabetes Mellitus (%) 34 (17%)
Dislipemia (%) 64 (31,8%)
Enfermedad cerebrovascular (%) 9 (4,15%)
Bronquitis crénica (%) 12 (6,0%)
Asma (%) 19 (9,5%)
Hepatopatia (%) 1 (0,5%)
IRC (%) 12 (6,0%)
Cancer (%) 19 (9,5%)
Inmunosupresién (%) 9 (4,5%)
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IMC (media + DE)
Obesidad (%)
Grado |
Grado Il
Grado I
Puntuacioén de Charlson
(media + DE)
SOFA (media = DE)
SOFA> 6 (%)
CURBG65 (media = DE)
CURBG65> 2 (%)
Gravedad OMS (%)
e Gradol
e Grado?2
e Grado4
e Grado5
e Grado6
PaO , / FiO ; peor (media + DE)
SAFI ingreso (media + DE)
Sa0 , / FiO ; peor (media + DE)

Anélisis de sangre

Glucosa mg/dL (media £ DE)
Creatinina mg/dL (media £ DE)
Urea mg/dL (media + DE)

Potasio mEg/L (media + DE)
Sodio mEg/L (media = DE)
Calcio mg / dL (media + DE)
Fosforo mg/mL (media = DE)
Colesterol mg/dL (media = DE)
Triglicéridos mg/dL (media £ DE)
HDL mg/dL (media + DE)
Bilirrubina mg/ml (media £ DE)
ALT U/ L (media = DE)

AST U/ L (media = DE)

GGT U/ L (media = DE)

FA U/L (media = DE)

LDH U /L (media + DE)
Creatinfosfoquinasa U/L (media + DE)
Ferritina ng / mL (media = DE)
Albumina g/ dL (media + DE)
Proteinas g/dL (media = DE)
Hemoglobina g / dL (media £ DE)
Leucocitos /UL (media + DE)

28,97 (6,59%)
132 (65,67%)
43 (32,6%)
54 (40,9%)
35(26,5%)
1,41 + 1,84

2,41 +3,03
35 (17,9%)
1,02+1,21
55 (28,2%)

54 (26,9%)
48 (23,9%)
56 (27,9%)
36 (17,9%)

7 (3,5%)
131,04 + 78,79
379,97 + 104,4
269,03 + 156,05

109,91 + 71,07
0,86 + 0,53
37,86 18,44
10,50 + 37,14
138,80 + 19,70
9,26 + 0,59
3,90 +1,95
190,25 + 47,64
136,56 + 82,47
53,63 + 23,85
1,61 +7,47
51,25 + 309,77
63,39 + 508,60
53,08 + 86,26
153,12 + 105,09
384,47 + 864,25
81,80 + 100,12
261,34 + 483,8
4,23 + 0,67
6,71+ 0,77
13,05+ 2,10

7897,19 +16056,87
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Neutrofilos /uL (media + DE) 4333,47 £ 3750,59
Linfocitos / pL(media + DE) 1870,1 £ 685,1
Plaquetas /uL (media + DE) 254762,44 £ 156311,20
PCR ng/ mL (media = DE) 1,34 +£4,01

IL 6 ng/L (media = DE) 221,11 £1270,71
VSG mm/h (media + DE) 16,71 + 19,59
Vitamina D ng/mL (media £ DE) 21,78 £ 9,32
Dimero D ng / ml (media + DE) 589,03 £ 719,3
Fibrinégeno mg/dL (media + DE) 370,52 + 116,34
Ig A sérica mg/dL(media £ DE) 241,73 + 164,15
Ig G sérica mg/dL (media + DE) 1001,19 £ 281,89
Ig M serica mg/dL(media + DE) 105,13 +100,85

Grupo sanguineo ABO (%)

Evolucién clinica

Neumonia (%)

e A 4 (2,8%)
e B 16 (11,1%)
e AB 61 (42,4%)
e 0 63 (43,8%)
Serologia VIH negativa (%) 185 (100%)
Serologia VHC negativa (%) 185 (100%)
Serologia VHB positiva (%) 1 (0,5%)
Tratamiento
Remdesivir (%) 15 (7,5%)
Tocilizumab (%) 44 (21,9%)
Anakinra (%) 5 (2,5%)
Esteroides (%) 71 (35,3%)
Lopinavir-ritonavir (%) 80 (39,8%)
Hidroxicloroquina (%) 114 (56,7%)
Azitromicina (%) 120 (59,7%)
Betaferon 8 (4,0%)

145 (72,1%)

Hospitalizacion (%) 150 (74,6%)
Inestabilidad hemodinamica (%) 39 (21,0%)
Insuficiencia renal aguda (%) 24 (13%)
ECMO (%) 6 (3,0%)
SDRA (%) 100 (49,8)
OAF (%) 57 (28,4%)
VMI (%) 44 (21,9%)
Ingreso a UCI (%) 85 (42,3)
Dias hasta hospitalizacion (media = DE) 8,14 +5,2
Dias hasta la UCI (media £DE) 8,78+45
Dias de estancia (media £ DE) 21,3+10,84
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Exitus (%) 8 (4%)
Abreviaturas: ALT, alanina transaminasa; AST, aspartato aminotransferasa; GGT,
gammaglutamil transferasa; FA, fosfatasa alcalina; SDRA, sindrome de dificultad
respiratoria aguda; CRP, proteina C reactiva; CURB-65, puntuacion de gravedad de la
neumonia adquirida en la comunidad; Unidad de cuidados intensivos; IMV, ventilacion
mecanica invasiva; LDH, lactato deshidrogenasa; HDL, lipoproteina de alta densidad;
IL 6; interleuquina 6; VIH, virus de insmunodeficiencia humano; VHC, virus de
hepatitis C; VHB, virus de hepatitis B; DE: desviacion estandar; SOFA, evaluacion de
insuficiencia organica relacionada con la sepsis; IMC, indice de masa corporal; IRC,
insuficiencia renal cronica; FIS, fecha de inicio de sintomas; VMI, ventilacion mecéanica
invasiva; ECMO, oxigenacion por membrana extracorporea; OAF: oxigenoterapia de
alto flujo

En cuanto al analisis de comorbilidades de los casos con COVID-19, encontramos un
peso importante en nuestra muestra de los factores de riesgo cardiovascular, ya que
aproximadamente 2 de cada 3 pacientes (65,67%) eran obesos, en torno a 1 de cada 3
eran hipertensos (38,8%), dislipémicos (31,8%) y/o tenian antecedentes de tabaquismo
(27,84%), con un 17% de diabéticos y un 16,1% con historia de enfermedad
cardiovascular. En contraposicién a esto, hubo un bajo porcentaje, inferior al 10%, de
pacientes con enfermedad pulmonar (9,5% con asma, y 6% con bronquitis cronica),
cancer o algin tipo de inmunosupresién (9,5% con cancer y un 4,5%
inmunodeprimidos). La puntuacion media del indice de comorbilidad de Charlson del

total de pacientes fue de 1,41+1,84 (comorbilidad media baja).

Al mismo tiempo, analizamos la gravedad de la COVID-19 de los pacientes incluidos
en nuestro trabajo mediante el uso de diferentes escalas, como la escala SOFA (con una
puntuacion media de 2,41 + 3,03), y la escala CURB 65 (con una puntuacion media de
1,02 + 1,21), donde los pacientes méas graves, definidos como SOFA>6 o0 CURB 65>2
conformaron el 17,9% vy el 28,2% del total, respectivamente. Atendiendo a la

clasificacion de gravedad modificada de la OMS, un 50,75% tenian una sintomatologia
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leve-moderada (grado 1-3 OMS) y un 45,77% presentaron una COVID-19 grave (grado

4y5de laOMS).

Como principales complicaciones en el curso clinico de la infeccién por SARS-CoV?2,
encontramos que un 76,4% requirio ingreso hospitalario y un 42,3% acabo ingresando
en la UCI. Del total de pacientes, un 72,1% tuvo neumonia, un 49,8% desarrollé un
SDRA (con una media del peor valor de PaO , / FiO ,y SaO , / FiO , durante el ingreso
de 131,04 + 78,79 y de 379,97 + 104,4 respectivamente), requiriendo OAF un 28,4%,
VMI un 21,9%, y ECMO un 3%. Respecto a las complicaciones no respiratorias, un
21% presento inestabilidad hemodinamica y un 13% tuvo insuficiencia renal aguda

(IRA). La tasa de mortalidad global de nuestra muestra fue del 4%.

Centrandonos en los tratamientos mas utilizados en el total de casos: el primer lugar lo
ocupo la azitromicina (59,7%), seguido de cerca por la hidroxicloroquina (56,7%), los
esteroides y el lopinavir-ritonavir ocuparian un puesto intermedio (con un uso entre el
35,3% y el 39,8% de los pacientes respectivamente), y en altimo lugar, encontrariamos

el tocilizumab (21,9%), el remdesivir (7,5%), el betaferon (4,0%) y el anakinra (2,5%).

2. CARACTERISTICAS DEMOGRAFICAS, CLINICAS Y ANALITICAS DE LOS

PACIENTES CON COVID-19 LEVE-MODERADO VS GRAVE

Se analizaron las caracteristicas demogréficas, clinicas y analiticas de los pacientes con
COVID-19 estratificando en funcién de distinas variables asociadas a gravedad: ingreso

en UCI (Tabla 8), requerimiento de IOT (Tabla 9), SOFA>6 (Tabla 10), y
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clasificacion de la OMS agrupada en 2 grupos segun requerimiento de VMI (grupo 5y

6 de la OMS) vs no requerimiento de VMI (grupo 1-4 de la OMS) (Tabla 11).

La Tabla 8resume las caracteristicas demograficas, clinicas y analiticas de los

pacientes segun la necesidad de ingreso en la Unidad de Cuidados Intensivos (UCI).

Tabla 8: Caracteristicas demograficas, clinicas y analiticas de los pacientes
COVID-19 segun ingreso en UCI

Factores Demogréaficos

Edad, afios (media + DE) 56,92+11,82 58,59+11,88 0,326
Sexo femenino (%) 58 (50%) 25 (29,4%) 0,005
IMC (media + DE 27,89+5,47 30,33+7,61 0034
Obesidad (%) 0,013

e Gradol 20 (27%) 23 (39,7%)

e Grado Il 27 (36,5%) 27 (46,6%)

e Grado Il 27 (36,5%) 8 (13,8%)
Etnia (%) 0,028

e Caucasica 101 (90,2%) 63 (75%)

e Latinoamericana 11 (9,8%) 19 (22,6%)

o Arabe 0 (0,0%) 1 (1,2%)

e Subsahariana 0 (0,0%) 1(1,2%)

Comorbilidad y severidad

(Eogermedad cardiovascular 11 (9,5%) 22 (25.9%) 0.004
Tabaquismo (%) 39 (33,6%) 17 (20,0%) 0,024
Consumo de sustancias (%) 0 (0,0%) 1(1,2%) 0,876
Hipertension (%) 37 (31,9%) 41 (48,2%) 0,028
Diabetes Mellitus (%) 15 (12,9%) 19 (22,4%) 0,093
Dislipemia (%) 29 (25,0%) 35 (41,2%) 0,023
Enfermedad cerebrovascular 6 (5.2%) 3 (3,5%) 0,833
(%)
Bronquitis crénica (%) 7 (6,1%) 5 (5,9%) 0,678
Asma (%) 15 (12,9%) 4 (4,7%) 0,085
Hepatopatia (%) 0 (0,0%) 1(1,2%) 0,876
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IRC (%)
Cancer (%)
Inmunosupresion (%)

Puntuacion de Charlson
(media £ DE)

SOFA (media + DE)
SOFA> 6 (%)
CURBG65 (media + DE)
CURB65> 2 (%)
Gravedad OMS (%)

e Grado1l

e Grado?2

e Grado 4

e Grado5

e Grado6

PaO , / FiO , peor (media +
DE)

SAFI ingreso (media + DE)

Sa0 , / FiO ; peor (media +
DE)
Andlisis de sangre

Glucosa mg/dL (media =
DE)

Creatinina mg/dL (media £
DE)

Urea mg/dL (media + DE)
Potasio mEg/L (media +
DE)

Sodio mEg/L (media + DE)
Calcio mg / dL (media =
DE)

8 (7%)
14 (12,1%)

4 (3,5%)
1,27+1,97

0,42+1,11
1 (0,9%)
0,350,75

8 (7,0%)

54 (46,6%)

47 (40,5%)

15 (12,9%)
0 (0,0%)

0 (0,0%)
205,07+112,86
429,84+58,24

398,22+120,84

108,92+88,90

0,88+0,64
37,64+12,53
13,64+46,49
137,09+25,29

9,39+0,42

4 (4,8%)
5 (5,9%)

5 (5,9%)
1,61+1,66

5,29+2,60
34 (42,5%)
1,98+1,09

47 (58,8%)

0 (0,0%)
1 (1,2%)
41 (48,2%)
36 (42,4%)

7 (8,2%)
117,76+63,33
337,02+116,05

163,86+95,78

111,33+31,87

0,84+0,31
38,16+24,65
5,97+15,30
141,32+3,40

9,07+0,74

0,710
0,216

0,708

0,192

<0,001
<0,001
<0,001
<0,001

<0,001

<0,001

<0,001

<0,001

0,818

0,580
0,847
0,157
0,142
<0,001
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Fosforo mg/mL (media =
DE)

Colesterol mg/dL (media =
DE)

Triglicéridos mg/dL (media
+ DE)

HDL mg/dL (media + DE)
Bilirrubina mg/ml (media =
DE)

ALT U /L (media £ DE)
AST U/ L (media = DE)
GGT U/ L (media + DE)
FA U/L (media + DE)

LDH U/ L (media = DE)
Creatinfosfoquinasa U/L
(media £ DE)

Ferritina ng / mL (media £
DE)

Fibrindgeno mg/dL(media +
DE)

Albdmina g/ dL (media +
DE)

Proteinas g/dL (media =
DE)

Hemoglobina g / dL (media
+ DE)

Leucocitos /uL (media +
DE)

Neutrofilos /uL (media +
DE)

Linfocitos / pL(media +
DE)

Plaquetas /uL (media + DE)

Hierro mcg/dL (media +
DE)

PCR ng/ mL (media + DE)
IL 6 ng/L (media £ DE)
VSG mm/h (media £ DE)
C3 mg/dL (media + DE)

C4 mg/dL (media + DE)
Vitamina D ng/mL (media £
DE)

Dimero D ng/ ml (media +

3,76+1,43

195,80+39,64

113,12+57,68
60,78+25,66
1,34+7,41

24,85+16,16
25,60+13,39
32,70+45,30
149,04+90,55
306,19+88,59

97,47+127,02

114,63+104,08

341,04+87,08

4,45+0,31

6,88 +0,57

13,79 £1,45

6166,18+ 1840,49

3576,98+1475,69

1917,59+557,53

230975,86+
62497,46

88,16+30,44

0,50+0,93
181,36+1374,21
12,01+11,61
113,56+19,63
25,07+5,57

22,68+9,51
429,46+478,34

4,10+2,53

182,00+56,79

168,05+99,20
44,88+18,12
2,00+7,60

89,05+481,94
117,49£792,75
77,80+£113,96
158,89+123,17
498,43+1347,04

68,17+67,41

467,81+691,67

415,12+139,33

3,90+0,89

6,45+0,96

11,99+2,41

10376,17+24823,9
8

5416,83+5414,38

6087,77+38586,56

288827,16+
228585,26

71,96+36,23

2,52+5,94
255,41+1182,72
24,89+26,88
149,14+124,60
29,28+11,95

19,65+8,66
812,41+917,96

0,274

0,048

<0,001
<0,001
0,544

0,153
0,213
0,002
0,530
0,128

0,177

<0,001

<0,001

<0,001

<0,001

<0,001

0,070

<0,001

0,245

0,010

0,041

<0,001
0,736
<0,001
0,008
0,005

0,174
<0,001



Papel de NK en la susceptibilidad y el prondstico de la infeccion por SARS-COV-2

DE)
Ig A sérica mg/dL(media +
DE)
Ig G sérica mg/dL (media +
DE)
Ig M sérica mg/dL(media +
DE)
Grupo sanguineo ABO (%)
e A
e B
e AB
e 0
Serologia VIH negativa (%)
Serologia VHC negativa
(%)
Serologia VHB positiva (%)
Tratamiento

Remdesivir (%)
Tocilizumab (%)
Anakinra (%)
Esteroides (%)
Lopinavir-ritonavir (%)
Hidroxicloroquina (%)
Azitromicina (%)
Betaferon

Evolucion clinica

Neumonia (%)

Hospitalizacion (%)
Inestabilidad hemodinadmica
(%)

Insuficiencia renal aguda
(%)

ECMO (%)

SDRA (%)

OAF (%)

VMI (%)

Ingreso a UCI (%)

Dias hasta hospitalizacion
(media £ DE)

264,29+186,58

1035,98+236,04

114,56+118,92

1 (1,1%)

8 (8,5%)
39 (41,5%)
46 (48,9%)

113 (100,0%)

113 (100,0%)
1 (0,9%)

1 (0,9%)
5 (4,3%)
0 (0,0%)
16 (13,8%)
41 (35,3%)
60 (51,7%)
63 (54,3%)
1 (0,9%)

62 (53,5%)
65 (56,0%)
2 (1,8%)

2 (1,8%)

0 (0,0%)
16 (13,8%)
6 (5,2%)
0 (0,0%)

0 (0,0%)

9,67+6,01

194,59+86,97
928,51+351,40

85,45+37,64

3 (6,0%)
8 (16,0%)
22 (44,0%)
17 (34,0%)

72 (100,0%)

72 (100,0%)
0 (0,0%)

14 (16,5%)
39 (46,4%)
5 (5,9%)
55 (64,7%)
39 (45,9%)
54 (63,5%)
57 (67,1%)
7 (8,2%)

84 (98,8%)
85 (100,0%)
37 (48,7%)

22 (28,9%)

6 (7,1%)
84 (98,8%)
51 (60,0%)
36 (42,4%)

85 (100%)

6,99+4,17

0,019

0,035

0,112
0,101

NA
NA
1,000

<0,001

<0,001
0,029

<0,001
0,173
0,127
0,094
0,023

<0,001
<0,001
<0,001

<0,001

0,012
<0,001
<0,001
<0,001

<0,001

0,002
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Dias hasta la UCI (media

+ +
+DE) 6,004NA 8,81+4,52 NA
; N
Bgs B AR (IR 8,75:853 3077+1945  <0,001
Exitus 0 (0,0%) 8 (9,8%) 0,002

Abreviaturas: ALT, alanina transaminasa; AST, aspartato aminotransferasa; GGT,
gammaglutamil transferasa; FA, fosfatasa alcalina; SDRA, sindrome de dificultad
respiratoria aguda; CRP, proteina C reactiva; CURB-65, puntuacion de gravedad de la
neumonia adquirida en la comunidad; Unidad de cuidados intensivos; IMV, ventilacion
mecénica invasiva; LDH, lactato deshidrogenasa; HDL, lipoproteina de alta densidad;
IL 6; interleuquina 6; VIH, virus de insmunodeficiencia humano; VHC, virus de
hepatitis C; VHB, virus de hepatitis B; DE: desviacion estandar; SOFA, evaluacion de
insuficiencia organica relacionada con la sepsis; IMC, indice de masa corporal; IRC,
insuficiencia renal crénica; FIS, fecha de inicio de sintomas; VMI, ventilacion mecanica
invasiva; ECMO, oxigenacion por membrana extracorporea; OAF: oxigenoterapia de
alto flujo; UCI, unidad de cuidados intensivos.

El grupo que requiri6 ingreso en UCI estaba conformado por un porcentaje inferior de
mujeres (29,4% vs 50%; p=0,05), de etnia caucasica predominantemente (75%
caucasicos, 22,6% latinoamericanos, 2,4% arabes y subsaharianos vs 90,2%, 9,8%,
0,0% y 0,0%; p= 0,028), con un indice de masa corporal (IMC) medio superior (30,33 +
7,61 vs 27,89 £ 5,47) y sin encontrarse diferencias estadisiticamente signicativas por
edad respecto al grupo que no lleg6 a ingresar en UCI. Los primeros presentaron mayor
porcentaje de enfermedad cardiovascular (25,9% vs 9,5%; p=0,004), hipertension
arterial (48,2% vs 31,9%; p= 0,028) y dislipemia (41,2% vs 25%; p=0,023), sin
encontrar diferencias en porcentaje de tabaquismo, presencia de asma o bronquitis
cronica. Respecto a la evolucion clinica de la COVID-19, el grupo que necesitd ingreso
en UCI presentd mayor gravedad (SOFA>6: 42,5% vs 0,9%, p<0,001; CURB65>2:
58,8% vs 7%, p<0,001), mayor elevacion de marcadores analiticos de inflamacion
(ferritina pg/mL: 467,81+691,97 vs 114,63+104,68, p<0,001; PCR pg/mL 2,52+5,94 vs
0,5040,93, p<0,001; VSG mm/h: 24,89+26,88 vs 12,01+11,61, p<0,001; Dimero D

pg/mL: 812,41+917,96 vs 429,46+478,34, p<0,001; fibrindgeno mg/dL: 415,12+139,33
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vs 341,04+87,08, p<0,001), tratamientos mas intensos (esteroides: 67,4% vs 13,8%, p<
0,001; tocilizumab: 46,4% vs 4,3%, p<0,001) y peor evolucion clinica (media de dias
hasta hospitalizacion: 6,99+4,17 vs 9,67+6,01, p<0,001; SDRA: 98,8% vs 13,8%,
p<0,001; peor PaO2/FiO2 ingreso:117,76+63,33 vs 205,07+112,86,p<0,001;
requerimiento de OAF: 60% vs 5,2%, p<0,001; requerimiento de VMI: 42,4% vs 0,0%,
p<0,001; requerimiento de ECMO: 7,1% vs 0,0%, p>0,001; inestabilidad
hemodinamica: 48,7% vs 1,8%, p<0,001; insuficiencia renal aguda: 28,9% vs 1,8%,

p<0,001; dias de estancia media: 30,77 +19,45 vs 8,75+8,53, p<0,001).

La Tabla 9resume las caracteristicas demograficas, clinicas y analiticas de los

pacientes segun el requerimiento de intubacion orotraqueal (10T).

Tabla 9: Caracterisiticas demograficas, clinicas y analiticas de los pacientes

Factores Demograéficos

COVID-19 segun requerimiento de 10T

Edad, afios (media = DE) 57,64+11,77 57,59+12,23 0,982
Sexo femenino (%) 68 (43,3%) 15 (34,1%) 0,355
IMC (media = DE) 28,39+6,89 30.6745,37 0,081
Obesidad (%) 0,006

e Gradol 28 (28,6%) 15 (44,1%)

e Grado Il 37 (37,8%) 17 (50,0%)

e Grado Il 33 (33,7%) 2 (5,9%)
Etnia (%) 0,003

e Caucésica 134 (88,2%) 30 (68,2%)

e Latinoamericana 18 (11,8%) 12 (27,3%)

e Arabe 0 (0,0%) 1(2,3%)

e Subsahariana 0 (0,0%) 1 (2,3%)

Comorbilidad y severidad

Enfermedad cardiovascular (%) 22 (14,0%) 11 (25,0%) 0,131
Tabaquismo (%) 48 (30,6%) 8 (18,2%) 0,176
Consumo de sustancias (%) 1 (0,6%) 0 (0,0%) 1,000
Hipertension (%) 56 (35,7%) 22 (50,0%) 0,121

~ Universidad de Murcia
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Diabetes Mellitus (%)
Dislipemia (%)

Enfermedad cerebrovascular

(%)

Bronquitis crénica (%)
Asma (%)
Hepatopatia (%)

IRC (%)

Cancer (%)
Inmunosupresion (%)

Puntuacion de Charlson
(media £ DE)

SOFA (media = DE)
SOFA> 6 (%)
CURB65 (media + DE)
CURB65> 2 (%)
Gravedad OMS (%)

e Gradol
e Grado 2
e Grado4
e Grado5
e Grado6
PaO , / FiO ; peor (media + DE)

SAFI ingreso (media £ DE)

Sa0 , / FiO ; peor (media +
DE)
Analisis de sangre

Glucosa mg/dL (media + DE)
Creatinina mg/dL (media £ DE)
Urea mg/dL (media £ DE)
Potasio mEqg/L (media + DE)
Sodio mEg/L (media = DE)

24 (15,3%)
46 (29,3%)

8 (5,1%)
8 (5,1%)
17 (10,8%)
0 (0,0%)
10 (6,4%)
16 (10,2%)

6 (3,9%)

1,32+1,85

1,19+1,77
5 (3,2%)
0,62 (0,91%)

20 (13,1%)

54 (34,4%)

47 (29,9%)

50 (31,8%)
6 (3,8%)
0 (0,0%)

153,86+87,42

399,02+91,26

308,99+149,30

108,45+77,92
0,88+0,57
36,88+12,15
12,17+41,66
138,30+22,08

10 (18,2%)
18 (40,9%)

1 (2,3%)
4.(9,1%)
2 (4,5%)
1 (2,3%)
2 (4,7%)
3 (6,8%)

3 (6,8%)

1.73+1,80

6.86+2,50
30 (71,4%)
2.45 (1,06%)

35 (83,3%)

0 (0,0%)

1(2,3%)
6 (13,6%)
30 (68,2%)
7 (15,9%)

102,66+55,51

328,08+120,68

137,74+94,26

115,47+34,47
0,82+0,33

41,48+32,48
4,20+0,58

140,68+3,68

0,176

0,201

0,698

0,436
0,333
0,496
0,749
0,701

0,306

0,202

<0,001
<0,001
<0,001
<0,001

<0,001

0,002

<0,001

<0,001

0,579
0,533
0,152
0,223
0,493
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Calcio mg / dL (media = DE)
Fosforo mg/mL (media + DE)
Colesterol mg/dL (media + DE)
Triglicéridos mg/dL (media £

9,36+0,46
3,74+1,28
194,66+42,77

DE) 124,29+64,47
HDL mg/dL (media + DE) 58,78+24,92
Bilirrubina mg/ml (media +

DE) 1,7248,21
ALT U/ L (media = DE) 29,34+24,84
AST U/ L (media + DE) 26,12+14,43
GGT U/ L (media + DE) 41,24+57,98
FA U/L (media = DE) 151,01+101,06

LDH U/ L (media = DE)
Creatinfosfoquinasa U/L (media
+ DE)

Ferritina ng / mL (media = DE)
Fibrindgeno mg/dL (media £

308,82+94,16
83,88+108,36
176,13+362,09

DE) 349,38+92,26
Albumina g/ dL (media + DE) 4,40+0,40
Proteinas g/dL (media + DE) 6,79+0,60
Hemoglobina g / dL (media + 13,57+1.69
DE)
Leucocitos /uL (media + DE) 6459,20+
2098,03
Neutrofilos /uL (media + DE) 3759,44+
1712,81
Linfocitos / pL(media + DE) 1907, 47+599,23
Plaquetas /uL (media + DE) 248670,13+
167767,08
Hierro mcg/dL (media = DE) 84,33+30,70
PCR ng/ mL (media = DE) 0,52+0,88
IL 6 ng/L (media = DE) 128,57+£1101,66
VSG mm/h (media + DE) 12,68+11,57
C3 mg/dL (media £ DE) 117,66+23,21
C4mg/dL (media + DE) 25,66+6,25
Vitamina D ng/mL (media £ 21 764949
DE)
Dimero D ng/ ml (media+ DE) 504,58+613,86
Ig A sérica mg/dL(media £+ DE)  248,85+173,36
Ig G sérica mg/dL (media + 995,00+244 29

DE)

8,92+0,83
4,47+3,40
174,29+60,09

171,47£113,79
40,68+14,56
1,23+£3,91

132,12+669,26
200,93+1100,53

96,38+143,27
160,34+118,91
666,78+1861,89

77,00+79,60
571,74+703,95
455,63+158,88

3,59+1,02
6,39+1,18

11,20+2,37

13047,21+
33947,06
6389,30+
7030,17
9809,28+
52965,68
276581,40+
104244,73
76,84+40,55
4,30+7,80
459,77+1621,28
34,33+33,64
166,73+180,50
30,76%15,29

21,96+8,29

900,02+964,94
199,34+82,75

1037,45+452,66

r Universidad de Murcia

<0,001
0,052
0,014

0,002
<0,001
0,704

0,056
0,048
0,002
0,614
0,018

0,772
<0,001
<0,001

<0,001
0,004

<0,001

0,017

<0,001

0,064

0,302

0,398
<0,001
0,174
<0,001
0,005
0,010

0,952

0,002
0,213

0,536
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Ig M sérica mg/dL(media +

DE) 109,24+107,73 80,70£32,42 0,243
Grupo sanguineo ABO (%) 0,034

e A 2 (1,7%) 2 (8,0%)

e B 2 (1,7%) 2 (8,0%)

e AB 10 (8,4%) 6 (24,0%)

e 0 53 (44,5%) 8 (32,0%)
Serologia VIH negativa (%) 151 (100,0%) 34 (100,0%) NA
Serologia VHC negativa (%) 151 (100,0%) 34 (100,0%) NA
Serologia VHB positiva (%) 1 (0,7%) 0 (0,0%) 1,000
Tratamiento
Remdesivir (%) 8 (5,1%) 7 (15,9%) 0,037
Tocilizumab (%) 23 (14,6%) 21 (48,8%) <0,001
Anakinra (%) 3 (1,9%) 2 (4,5%) 0,657
Esteroides (%) 44 (28,0%) 27 (61,4%) <0,001
Lopinavir-ritonavir (%) 63 (40,1%) 17 (38,6%) 0,997
Hidroxicloroquina (%) 87 (55,4%) 27 (61,4%) 0,595
Azitromicina (%) 90 (57,3%) 30 (68,2%) 0,261
Betaferon (%) 3 (1,9%) 5 (11,4%) 0,016
Evolucion clinica
Neumonia (%) 102 (64,9%) 44 (100%) <0,001
Hospitalizacion (%) 106 (67,5%) 44 (100,0%) <0,001
z(r)]/:a)stabllldad hemodindmica 4 (2,8%) 35 (83,3%) <0.001
Insuficiencia renal aguda (%) 2 (1,4%) 22 (52,4%) <0,001
ECMO (%) 1 (0,6%) 5 (11,6%) <0,001
SDRA (%) 56 (35,7%) 44 (100,0%) <0,001
OAF (%) 34 (21,7%) 23 (52,3%) <0,001
il (@) 6 (3,8%) 30(68,2%) <0001
Ingreso a UCI (%) 41 (26,1%) 44 (100,0%) <0,001
Dias hasta hospitalizaci6

'as hasta hospitalizacion 8,845,38 6,48+4,36 0,011

(media = DE)
Dias hasta la UCI (media +DE) 9,95+4,00 7,724,771 0,024
Dias de estancia (media + DE) 13,08+9,77 40,51+22,10 <0,001
Exitus (%) 1 (0,6%) 7 (16,7%) <0,001

Abreviaturas: ALT, alanina transaminasa; AST, aspartato aminotransferasa; GGT,
gammaglutamil transferasa; FA, fosfatasa alcalina; SDRA, sindrome de dificultad
respiratoria aguda; CRP, proteina C reactiva; CURB-65, puntuacion de gravedad de la
neumonia adquirida en la comunidad; Unidad de cuidados intensivos; IMV, ventilacion
mecanica invasiva; LDH, lactato deshidrogenasa; HDL, lipoproteina de alta densidad;
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IL 6; interleuquina 6; VIH, virus de insmunodeficiencia humano; VHC, virus de
hepatitis C; VHB, virus de hepatitis B; DE: desviacion estandar; SOFA, evaluacion de
insuficiencia organica relacionada con la sepsis; IMC, indice de masa corporal; IRC,
insuficiencia renal crénica; FIS, fecha de inicio de sintomas; VMI, ventilacion mecanica
invasiva; ECMO, oxigenacion por membrana extracorporea; OAF: oxigenoterapia de
alto flujo; UCI, unidad de cuidados intensivos; IOT, intubacion orotraqueal.

Aunque no se encontraron diferencias por edad y sexo, el grupo que necesitd 10T tuvo
un porcentaje de obesidad grado | y grado Il superior (44,1% y 50% vs 28,6% y 37,8%;
p=0,006) y estaba conformado mayoritariamente por poblacion caucasica (68,2%
caucasicos, 27,3% latinos, 2,3% arabes y 2,3% subsaharianos vs 88,2%, 11,8%, 0,0% y
0,0%, p=0,003) respecto al grupo que no requirid 10T. No se encontraron diferencias de
comorbilidad entre ambos grupos, pero los primeros tuvieron un curso mas grave
(SOFA>6: 71,4% vs 3,2%, p<0,001; CURB65>2: 83,3% vs 13,1%, p<0,001), con
mayor elevacion de marcadores analiticos de inflamacion (LDH U/L:666,78+1861,89
vs 308,82+94,16, p=0,018), ferritina pg/mL: 571,74+703,95 vs 176,13+£362,09,
p<0,001; PCR pg/mL 4,30+7,80 vs 0,52+0,88, p<0,001; VSG mm/h: 34,33+33,64 vs
12,68+11,57, p<0,01, Dimero D pg/mL: 900,02+964,94 vs 504,58+900,02, p=0,002;
fibrindgeno mg/dL: 455,63+158,88 vs 349,38+92,26, p<0,001; C3: 166,73+180,50 vs
117,66+23,21, p=0,005; C4: 30,76+15,29 vs 25,66+6,25, p=0,010), tratamientos mas
intensos (esteroides: 61,4% vs 28,0%, p< 0,001; tocilizumab: 48,8% vs 14,6%,
p<0,001) y peor evolucion clinica (media de dias hasta hospitalizacion: 6,48+4,36 vs
8,8415,38, p=0,011; SDRA: 100% vs 35,7%, p<0,001; peor PaO2/FiO2
ingreso:102,66+55,51 vs 153,86+87,42,p=0,002; inestabilidad hemodinadmica: 83,3% vs
2,8%, p<0,001; insuficiencia renal aguda: 52,4% vs 1,4%, p<0,001; ingreso en UCI:
100% vs 26,1%, p<0,001; media de dias hasta ingreso en UCI:7,72 +4,71 vs 9,95+4,0,

p=0,024; requerimiento de OAF: 52,3% vs 21,7%, p<0,001; requerimiento de VMI:
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68,2% vs 3,8%, p<0,001; requerimiento de ECMO: 11,6% vs 0,6%, p<0,001; dias de

estancia media: 40,51 +22,10 vs 13,08+9,77, p<0,001).

La Tabla 10resume las caracteristicas demograficas, clinicas y analiticas de los
pacientes segun la puntuacion en la escala SOFA, definiendo dos grupos de paciente de

mayor (SOFA>6) o menor gravedad (SOFA<6).

Tabla 10: Caracteristicas demogréficas, clinicas y analiticas de los pacientes

SOFA<6 SOFA>6 P
: 161) : (n=35)
Factores Demogréaficos

Edad, afios (media + DE) 57,02+£11,42 59,89+14,04 0,199
Sexo femenino (%) 69 (42,9%) 12 (34,3%) 0,457
IMC (media + DE) 28,77+7,05 29,74+5,26 0,506
Obesidad (%) 0,166

e Gradol 29 (29,0%) 12 (44,4%)

e Grado Il 40 (40,0%) 11 (40,7%)

e Grado Il 31 (31,0%) 4 (14,8%)
Etnia (%) NA

e Caucasica 135 (86,5%) 25 (71,4%)

e Latinoamericana 21 (13,5%) 9 (25,7%)

e Arabe 0 (0,0%) 1 (2,9%)

e Subsahariana 0 (0,0%) 0 (0,0%)

Comorbilidad y severidad

(EO;:;ermedad cardiovascular 21 (13,0%) 9 (25.7%) 0,104
Tabaquismo (%) 48 (29,8%) 5 (14,3%) 0,086
Consumo de sustancias (%) 1 (0,6%) 0 (0,0%) 1,000
Hipertension (%) 53 (32,9%) 21(60,0%) 0,005
Diabetes Mellitus (%) 26 (16,2%) 6 (17,1%) 0,836
Dislipemia (%) 45 (28,0%) 17 (48,6%) 0,029
Enfermedad cerebrovascular
(%) 7 (4,3%) 2 (5,7%) 1,000
Bronquitis crénica (%) 10 (6,2%) 2 (5,7%) 0,896
Asma (%) 19 (11,8%) 0 (0,0%) 0,068

COVID-19 segun puntuacion en escala SOFA>6
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Hepatopatia (%)

IRC (%)

Cancer (%)
Inmunosupresion (%)

Puntuacion de Charlson
(media £ DE)

SOFA (media + DE)
SOFA> 6 (%)
CURB65 (media + DE)
CURB65> 2 (%)
Gravedad OMS (%)

e Gradol

e Grado 2

e Grado4

e Grado5

e Grado6
PaO , / FiO ;, peor (media +
DE)

SAFI ingreso (media + DE)

Sa0 , / FiO ; peor (media +
DE)

Andlisis de sangre

Glucosa mg/dL (media +
DE)

Creatinina mg/dL (media =
DE)

Urea mg/dL (media + DE)
Potasio mEg/L (media +
DE)

Sodio mEg/L (media £ DE)
Calcio mg / dL (media +
DE)

Fosforo mg/mL (media =

0 (0,0%)
9 (5,6%)

16 (9,9%)
6 (3,7%)

1,33+1,87

1,25+1,71
0 (0.0%)
0,62:0,79

23 (14,4%)

54 (33,5%)
48 (29,8%)
48 (29,8%)
10 (6,2%)
1 (0,6%)

150,61+85,15

393,47+99,61

40,70+25,17

108,63+77,09

0,88+0,56
36,82+12,65
11,95+41,15
138,27+21,79

9,35+0,52

3,73+1,28

1 (2,9%)
3 (8,8%)

3 (8.6%)
3 (8,6%)

1,69+1,78

7,71+1,93
35 (100,0%)
2,83+1,12

32 (91,4%)

0 (0,0%)

0 (0,0%)
8 (22,9%)
21 (60,0%)
6 (17,1%)

101,48+56,98

335,78+110,87

67,81+32,26

114,03+32,65

0,83+0,34
41,91+32,52
4,28+0,58
141,12+3,96
8,99+0,72
4,66+3,64

0,400
0,465

1,000
0,178

0,303

<0,001
<0,001
<0,001
<0,001

<0,001

0,003

0,007

<0,001

0,698

0,678
0,129
0,287
0,456
0,001
0,022
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DE)

Colesterol mg/dL (media =
DE)

Triglicéridos mg/dL (media
+ DE)

HDL mg/dL (media + DE)
Bilirrubina mg/ml (media +
DE)

ALT U /L (media £ DE)
AST U/ L (media £ DE)
GGT U/ L (media £ DE)
FA U/L (media = DE)
LDH U/ L (media = DE)
Creatinfosfoquinasa U/L
(media £ DE)

Ferritina ng / mL (media £
DE)

Fibrindgeno mg/dL (media
+ DE)

Albimina g/ dL (media +
DE)

Proteinas g/dL (media =
DE)

Hemoglobina g / dL (media
+ DE)

Leucocitos /uL (media +
DE)

Neutrofilos /uL (media +
DE)

Linfocitos / pL(media +
DE)

Plaquetas /uL (media + DE)

Hierro mcg/dL (media +
DE)

PCR ng/ mL (media + DE)
IL 6 ng/L (media = DE)
VSG mm/h (media £ DE)
C3 mg/dL (media + DE)
C4mg/dL (media £ DE)
Vitamina D ng/mL (media =
DE)

Dimero D ng / ml (media £
DE)

194,61+44,08

128,99+75,87
57,61+24,52
1,70+8,10

29,55+25,35

27,12+19,30

52,20+£90,47
150,05+102,23
319,48+159,38

80,76+102,98

194,12+383,77

358,01+101,08

4,35+0,49

6,80+0,64

13,39+1,90

6467,64+2085,27

3943,44+2823,81

1911,58+655,41

251773,42+168908,
50

82,53+31,29

0,74+2,14
121,59+1079,71
15,28+17,62
124,20+80,66
25,76+8,22

21,85%9,20

531,15+704,10

173,71+60,14

161,18+100,70
42,17+17,78
1,29+4,31

156,35+743,70
238,65+1223,24
57,04+72,79
162,10+116,75
722,19+2091,96

84,12+93,66

564,71+748,88

439,26+157,13

3,75+1,05

6,41+1,18

11,73+2,33

14458,00+37565,
91

6028,29+6298,57

11685,97+58698,
69
263457,14+8994
6,17

88,43+41,70

3,94+7,90
588,11+1809,99
22,28+25,78
132,56+18,52
29,48+9,11

19,24+7,74

806,88+723,39

0,021

0,061
0,006
0,769

0,032
0,029
0,807
0,547
0,017

0,903

<0,001

<0,001

<0,001

0,009

<0,001

0,008

0,003

0,036

0,692

0,554

<0,001
0,081
0,149
0,646
0,068

0,375

0,041
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Ig A sérica mg/dL(media
DE)
Ig G sérica mg/dL (media +
DE)
Ig M sérica mg/dL(media +
DE)

Grupo sanguineo ABO (%)

e A

e B

e AB

e 0
Serologia VIH negativa (%)
Serologia VHC negativa
(%)
Serologia VHB positiva (%)

Tratamiento

Remdesivir (%)
Tocilizumab (%)
Anakinra (%)
Esteroides (%)
Lopinavir-ritonavir (%)
Hidroxicloroquina (%)
Azitromicina (%)
Betaferon (%)

Evolucién clinica

Neumonia (%)

Hospitalizacion (%)
Inestabilidad hemodinamica
(%)

Insuficiencia renal aguda
(%)

ECMO (%)

SDRA (%)

OAF (%)

VMI (%)

Ingreso a UCI (%)

Dias hasta hospitalizacion
(media = DE)

Dias hasta la UCI (media

248,22+176,39
998,53+258,64

110,96+109,09

2 (1,7%)
11 (9,5%)
51 (44,0%)
52 (448%)
153 (100,0%)

153 (100,0%)
1 (0,7%)

11 (6,8%)
27 (16,8%)
4 (2,5%)
47 (29,2%)
62 (38,5%)
88 (54,7%)
96 (59,6%)
3 (1,9%)

106 (65,8%)
110 (68,3%)
7 (4,6%)

3 (2,0%)

3 (1,9%)
60 (37,3%)
40 (24,8%)

10 (6,2%)

46 (28,6%)

8.61+5,42

9.60+4,25

209,20+83,68

1034,14+397,49

79,49+32,81

2 (8,3%)
5 (20,8%)
8 (33,3%)
9 (37,5%)
28 (100,0%)

28 (100,0%)
0 (0,0%)

4 (11,4%)
15 (42,9%)
1 (2,9%)
22 (62,9%)
17 (48,6%)
22 (62,9%)
22 (62,9%)
4 (11,4%)

35 (100%)
35 (100,0%)
32 (91,4%)

21 (60,0%)

3 (8,6%)
35 (100,0%)
16 (45,7%)
21 (60,0%)
34 (97,1%)

6,57+4,43
7,76x 4,70

0,323

0,598

0,193

0,109

NA
NA
1,000

0,564
<0,001
1,000
<0,001
0,363
0,485
0,870
0,024

<0,001
<0,001
<0,001

<0,001

0,122
<0,001
0,023
<0,001
<0,001

0,046
0,071
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+DE)

Dias de estancia (media *
DE)

Exitus (%) 2 (1,2%) 6 (17,6%) <0,001

16.36+15,94 34,44+20,69 <0,001

Abreviaturas: ALT, alanina transaminasa; AST, aspartato aminotransferasa; GGT,
gammaglutamil transferasa; FA, fosfatasa alcalina; SDRA, sindrome de dificultad
respiratoria aguda; CRP, proteina C reactiva; CURB-65, puntuacion de gravedad de la
neumonia adquirida en la comunidad; Unidad de cuidados intensivos; IMV, ventilacion
mecénica invasiva; LDH, lactato deshidrogenasa; HDL, lipoproteina de alta densidad;
IL 6; interleuquina 6; VIH, virus de insmunodeficiencia humano; VHC, virus de
hepatitis C; VHB, virus de hepatitis B; DE: desviacion estandar; SOFA, evaluacion de
insuficiencia organica relacionada con la sepsis; IMC, indice de masa corporal; IRC,
insuficiencia renal crdnica; FIS, fecha de inicio de sintomas; VMI, ventilacion mecanica
invasiva; ECMO, oxigenacion por membrana extracorporea; OAF: oxigenoterapia de
alto flujo; UCI, unidad de cuidados intensivo; SOFA, Sequential Organ Failure
Assessment score 0 Score para evaluacion de fallo orgénico secuencial.

Aunque no se encontraron diferencias por caracteristicas demogréficas, el grupo de
mayor gravedad (SOFA>6) tuvo mayor porcentaje de personas con HTA (60% vs
32,9%; p=0,005) y dislipemia (48,6% vs 28,0%; p=0,029). Analiticamente el primer
grupo (SOFA>6) tuvo mayor elevacién de marcadores inflamatorios (LDH U/L:
722,19+2091,96 vs 319,48+159,38, p=0,017), ferritina pg/mL: 564,71+748,88 vs
80,76+£102,98, p<0,001; PCR pg/mL: 3,94+7,90 vs 0,74+2,14, p<0,001; Dimero D
pg/mL: 806,88+723,39 vs 531,15+704,10, p=0,041; fibrindgeno mg/dL: 439,26+157,13
vs 358,01+101,08, p<0,001), tratamientos mas intensos (esteroides: 62,9% vs 29,2%, p<
0,001; tocilizumab: 42,9% vs 16,8%, p<0,001) y mayor numero de complicaciones
clinicas (media de dias hasta hospitalizacion: 6,57+4,43 vs 8,61+5,42, p=0,046;
neumonia 100% vs 65,8%, p<0,01; SDRA: 100% vs 37,3%, p<0,001; peor PaO2/FiO2
ingreso:101,48+56,98 vs 150,61+85,15,p=0,003; ingreso en UCI: 97,1% vs 28,6%,
p<0,001; inestabilidad hemodinadmica 91,4% vs 4,6%, p<0,001; insuficiencia renal

aguda: 60% vs 2,0%, p<0,001; requerimiento de OAF: 45,7% vs 24,8%, p=0,023;
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requerimiento de VMI: 60,0% vs 6,2%, p<0,001; dias de estancia media: 34,44 +20,69

vs 16,36+15,94, p<0,001).

La tabla 11resume las caracteristicas demograficas, clinicas y analiticas de los

pacientes segun los requisitos de la Ventilacion Mecénica Invasiva (VMI).

Tabla 11. Caracteristicas demograficas, clinicas y analiticas de los pacientes
COVID-19 segun la necesidad de VMI

Sin VMI
grado 1-4 OMS

Con VMI
grado 5-6 OMS

Factores Demogréaficos

n =158

n =43

Edad, afios (media = DE) 57,50+11,83 58,09+12,01 0,772
Sexo femenino (%) 69 (43,7%) 14 (32,6%) 0,255
IMC (media + DE 28,51+6,92) 30,33+5,38 0,165
Obesidad (%) 0,025

e Gradol 29 (29,6%) 14 (41,2%)

e Grado Il 37 (37,8%) 17 (50,0%)

e Grado Il 32 (32,7%) 3(8,8%)
Etnia (%) <0,001

e Caucasica 135 (88,2%) 29 (67,4%)

e Latinoamericana 18 (11,8%) 12 (27,9%)

e Arabe 0 (0,0%) 1 (2,3%)

e Subsahariana 0 (0,0%) 1 (2,3%)

Comorbilidad y severidad

(EOZ)‘ermedad cardiovascular 19 (12,0%) 14 (32,6%) 0.003
Tabaquismo (%) 45 (28,5%) 11 (25,6%) 0,282
Consumo de sustancias (%) 0 (0%) 1 (0,6%) 1,000
Hipertension (%) 56 (35,4%) 22 (51,2%) 0,089
Diabetes Mellitus (%) 25 (15,9%) 9 (21,0%) 0,610
Dislipemia (%) 46 (29,1%) 18 (41,9%) 0,160
Enfermedad cerebrovascular
(%) 7 (4,4%) 2 (4,7%) 1,000
Bronquitis crénica (%) 8 (10,5%) 4 (9,3%) 0,411
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Asma (%)
Hepatopatia (%)

IRC (%)

Cancer (%)
Inmunosupresion (%)

Puntuacion de Charlson
(mediatDE)
SOFA (media = DE)

SOFA> 6 (%)
CURB65 (media + DE)
CURB65> 2 (%)
Gravedad OMS (%)

e Gradol
e Grado 2
e Grado4
e Grado5
e Grado6

PaO , / FiO ;, peor (media +

DE)

SAFI ingreso (media + DE)

Sa0 , / FiO ; peor (media +

DE)
Analisis de sangre

Glucosa mg/dL (media +
DE)

Creatinina mg/dL (media =

DE)

Urea mg/dL (media + DE)
Potasio mEg/L (media + DE)
Sodio mEg/L (media + DE)

Calcio mg / dL (media + DE)

Fosforo mg/mL (media =

DE)

Colesterol mg/dL (media +

DE)

18 (11,4%)
0 (0,0%)
10 (10,8%)

15 (9,5%)
5 (3,2%)
1,28+1,84
1,34+2,01
8 (5,1%)
0,64+0,89

22 (14,0%)

54 (34,2%)

48 (30,4%)

56 (35,4%)
0 (0,0%)
0 (0,0%)

148,5+86,46
304,6+151,8

304,64+151,87

108,94+77,93

0,88+0,57

37,02+11,99

12,15+41,67

138,39+22,09
9,34+0,49

3,83+1,71

193,89+42,96

1(2,3%)
1(2,3%)
4 (9,3%)

4 (9,3%)
4 (9,3%)
1,88+1,79
6,87+2,44

27 (71,1%)
2,58+1,08

33 (86,8%)

0 (0,0%)
0 (0,0%)
0 (0,0%)

36 (83,7%)
7 (16,3%)

107,3 £60,29
140,3+90,12

140,30+90,12

113,60+34,68

0,82+0,33

40,95+32,76
4,29+0,52

140,34+3,66
8,95+ 0,81

4,12+2,63

176,68+60,81

0,132

0,484
0,759

1,000
0,051

0,059
<0,001

<0,001
<0,001

<0,001

<0,001

0,012

0,001

<0,001

0,713

0,518

0,221
0,229
0,575
0,001

0,450

0,040
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Triglicéridos mg/dL (media £
DE)

HDL mg/dL (media = DE)
Bilirrubina mg/ml (media +
DE)

ALT U/ L (media + DE)

AST U/ L (media + DE)
GGT U/ L (media £ DE)
FA U/L (media + DE)

LDH U/ L (media = DE)

Creatinfosfoquinasa U/L
(media £ DE)

Ferritina ng / mL (media £
DE)

Fibrindgeno mg/dL (media £
DE)

Albimina g/ dL (media +
DE)

Proteinas g/dL (media + DE)
Hemoglobina g / dL (media +
DE)

Leucocitos /uL (media + DE)

Neutrofilos /uL (media +
DE)

Linfocitos / pL(media + DE)

Plaquetas /uL (media + DE)

Hierro mg/dL(media + DE)
PCR ng/ mL (media = DE)

IL 6 ng/L (media = DE)
VSG mm/h (media £ DE)
C3 mg/dL (media + DE)
C4mg/dL (media = DE)
Vitamina D ng/mL (media £
DE)

Dimero D ng/ ml (media
DE)

Ig A sérica mg/dL(media

123,95+62,42

57,90+£23,98
1,69+8,18

29,42+24,73

26,21+14.33

43,10+59,17
151,50+100,04

323,3+150,5

80,53+107,25

191,6+394,8

355,62+94,93
4,39+0,43

6,80+0,64
13,52+1,75

6487,93+
2073,96

1922,10+592,90

1922,05+592,97

248520,51+
166226,76

86,37+30.48
0,53+0,92

198,62+1310,87
13,63+13,21
118,08+23,22
25,48+6,33

21,46%9,10

508,60+617,10

249,12+174,55

172,42+116,65
43,38+20,46
1,31+3,94
134,32+677,42

204,83+1113,92
88,03+142,13
158,84+122,49
619,9+1880,4

85,08+80,78

523,2+670,7

430,50+166,93
3,62+1,01

6,32+1,11
11,25+2,34

13259,27+
34777,13

1667,70+947,00

10139,24+
54252,25
278512,20+
109183,82
71,40+38,92
4,33+7,88

281,30+1171,41
31,68+34,26

160,34+173,37
31,26+14,22

24,41+11,25
885,2 0+ 963,20

202,42+82,73

0,001
0,003
0,768
0,053

0,045
0,011
0,694
0,053

0,851

<0,001

<0,001
<0,001
<0,001
<0,001

0,016

0,036

0,058

0,275

0,083
<0,001

0,737
<0,001
0,012
0,002

0,373
0,003

0,222
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DE)
Ig G sérica mg/dL (media +
DE)
Ig M sérica mg/dL(media +
DE)
Grupo sanguineo ABO (%)
o A
e B
e AB
e 0
Serologia VIH negativa (%)

Serologia VHC negativa (%)
Serologia VHB positiva (%)
Tratamiento

Remdesivir (%)

Tocilizumab (%)
Anakinra (%)
Esteroides (%)

Lopinavir-ritonavir (%)
Hidroxicloroquina (%)
Azitromicina (%)
Betaferon (%)

Evolucién clinica
Neumonia (%)

Hospitalizacion (%)

Inestabilidad hemodinamica
(%)

Insuficiencia renal aguda (%)
ECMO (%)
SDRA (%)

OAF (%)

VMI (%)

Ingreso a UCI (%)

Dias hasta hospitalizacion
(media £ DE)

Dias hasta la UCI (media
+DE)

998,04+239,30

110,56+108,39

2 (1,7%)
10 (8,5%)
53 (44,9%)
53 (44,9%)
151 (100,0%)

151 (100,0%)
151 (100,0%)

7 (4,4%)
22 (13,9%)

3 (1,9%)
43 (27,2%)

64 (40,5%)

86 (54,4%)

93 (58,9%)
3 (1,9%)

103 (65,2%)

107 (67,7%)

6 (4,0%)
4 (2,7%)

0 (0,0%)
57 (36,1%)

37 (23,4%)
0 (0,0%)
42 (26,6%)
8,60+5,38

9,53%£3,91

1017,91+453,35

76,26+29,95

2 (7,7%)
6 (23,1%)
8 (30,8%)
10 (38,5%)

34 (100,0%)

34 (100,0%)
34 (100,0%)

8 (18,6%)
22 (52,4%)

2 (4.7%)
28 (65,1%)

16 (37,2%)
28 (65,1%)
27 (62,8%)
5 (11,6%)

43 (100%)

43 (100%)

33 (89,2%)
20 (54,1%)

6 (14,3%)
43 (100,0%)

20 (46,5%)
36 (83,7%)
43 (100,0%)

7,00+4,57

7,95%4,99

0,763

0,144
0,045

NA

NA
NA

0,005
<0,001

0,635
<0,001

0,829
0,280
0,771
0,014

<0,001

<0,001

<0,001
<0,001

<0,001
<0,001

0,005
<0,001
<0,001

0,088

0,111
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Dias de estancia (media + 15,10+13,59 37,76+22,2 <0,001
DE)
Exitus (%) 1 (0,6%) 7 (17,5%) <0,001

Abreviaturas: ALT, alanina transaminasa; AST, aspartato aminotransferasa; GGT,
gammaglutamil transferasa; FA, fosfatasa alcalina; SDRA, sindrome de dificultad
respiratoria aguda; CRP, proteina C reactiva; CURB-65, puntuacion de gravedad de la
neumonia adquirida en la comunidad; Unidad de cuidados intensivos; IMV, ventilacion
mecénica invasiva; LDH, lactato deshidrogenasa; HDL, lipoproteina de alta densidad;
IL 6; interleuquina 6; VIH, virus de insmunodeficiencia humano; VHC, virus de
hepatitis C; VHB, virus de hepatitis B; DE: desviacion estandar; SOFA, evaluacion de
insuficiencia organica relacionada con la sepsis; IMC, indice de masa corporal; IRC,
insuficiencia renal crénica; FIS, fecha de inicio de sintomas; VMI, ventilacion mecanica
invasiva; ECMO, oxigenacion por membrana extracorporea; OAF: oxigenoterapia de
alto flujo

Aunque no se observaron diferencias significativas de edad o sexo entre los pacientes
que requirieron 0 no VMI, los primeros presentaron peores puntuaciones de
comorbilidad (1,88+1,79 vs 1,28+1,84, p= 0,059) con mayor porcentaje de enfermedad
cardiovascular (32,6% vs 12%, p = 0,03), mayor gravedad (SOFA>6: 71,1% vs 5,11%,
p= 0,001; CURB 65>2: 86,3% Vs 14%), mayor elevacion de marcadores analiticos de
inflamacién (ferritina pg/mL: 523,2+670,7 vs 191,6+394,8, p=0,001; PCR ug/mL
4,33+7,88 vs 0,53+0,92, p=0,001; VSG mm/h: 31,68 +34,26 vs 13,63 £13,21, p<0,001;
Dimero D pg/mL: 885,2+963,2 vs 508,6+617,1, p=0,003; fibrinbgeno mg/dL 430,50
+166,93 vs 355,62 + 94,93, p<0,001; C3 mg/dL: 160,34 +173,37, p<0,001; C4 mg/dL:
31,26 +14,22 vs 25,48 +6,33; p=0,002), tratamientos mas intensos (esteroides: 65,1% vs
27,2%, p= 0,001; tocilizumab: 52,4% vs 13,9%, p= 0,001) y peor evolucion clinica
(Neumonia: 100% vs 65,2%, p<0,001; Hospitalizacion: 100% vs 67,7%, p<0,001;
SDRA: 100% vs 36,1%, p=0,001; inestabilidad hemodinamica: 89,2% vs 4,0%,
p<0,001; insuficiencia renal aguda: 54,1% vs 2,7%, p<0,001), ingreso en UCI: 100% vs

26,6%, p=0,001; media de dias de estancia: 37,76 + 22,2 vs 15,10 + 13,59, p<0,001) ).
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La mayor frecuencia de espafioles (europeos) frente a latinoamericanos que requirid
VMI probablemente es debido a su mayor edad (59 + 11 afos, frente a 53 £10 afos, p

=0,019),

3. PAPEL DE LA INTERACCION KIR/HLA EN LA GRAVEDAD DE LA COVID-19

En la Tabla 12 estudiamos el papel del genotipo KIR-ligandos HLA clase | en el grupo

de pacientes con la COVID -19, respecto al grupo control (anélisis univariante).

Tabla 12. Frecuencia de KIR y ligando KIR (HLA) en COVID-19 vs grupo control

Genes KIR ' (n = 210) ' (n = 201) '
KIR2DL1 200 (95,2%) 194 (96,5%)
KIR2DL2 117 (55,7%) 102 (50,7%)
KIR2DL3 187 (89,0%) 181 (90,0%)
KIR2DL5 116 (55,2%) 114 (56,7%)
KIR3DL1 193 (91,9%) 184 (91,5%)
KIR2DS1 94 (44,8%) 87 (43,3%)
KIR2DS2 119 (56,7%) 101 (50,2%)
KIR2DS3 62 (29,5%) 60 (29,9%)
KIR2DS4 193 (91,9%) 183 (91,0%)
dKIR2DS4 166 (79,0%) 155 (77,1%)
fKIR2DS4 76 (36,2%) 124(61,7%)
KIR2DS5 180 (29,3%) 68 (33,8%)
KIR3DS1 253 (41,1%) 86 (42,8%)

Genotipo centromérico
AA

93 (44,3%)

99 (49,3%)

Bx 117 (55,7%) 102 (50,7%)
Genotipo telomérico
AA 118 (56,2%) 115 (57,2%)

Bx
Ligando HLA-I KIR

92 (43,8%)

86 (42,8%)

Cc1 117 (85,5%) 168 (83,6%)
C2 135 (65,2%) 139 (69,2%)
Bw4 149 (75,3%) 145 (72,1%)
Ligandos KIR2DS4 ° 129 (62,3%) 131 (65,2%)
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Abreviaturas: COVID-19, enfermedad por coronavirus 2019; fKIR2DS4, funcional-
KIR2DS4; HLA, antigeno leucocitario humano; IMV, ventilacion mecanica
invasiva; KIR, receptor de tipo inmunoglobulina de células asesinas; KIR2DS4, exdn5
eliminado-KIR2DS4.

2 Control frente a COVID-19, P <6,8 x 10 7 (Pc <9,5 x 10 ).
® Ligandos de KIR2DS4: HLA-A * 11, C*2,C*4,C*5y C * 16(183).

NOTA: Valores de P estimados con lapruebay ®.Pc =Valor deP después de la
correccion de Bonferroni (x14).

Tal como observamos, no se encontraron diferencias estadisticamente significativas en
la frecuencia de distribucion de los genotipos KIR AA y Bx centroméricos y
teloméricos, ni de cada unos de los genes KIR inhibidores o activadores
individualmente, ni de cada uno sus ligandos HLA (C1, C2, Bw4 o ligandos de
KIR2DS4), excepto para fKIR2DS4, que mostré mayor frecuencia en los pacientes con
COVID-19 que en los controles. (61,7% vs 36,2%, Pc <9,5 x 10 °). En consecuencia,

fKIR2DS4 podria considerarse un factor de riesgo de COVID-19 sintomatico.

Asi mismo, se analiz6 mediante andlisis univariante la distribucion del genotipo KIR-
ligando HLA clase | en los pacientes COVID-19 estratificados por gravedad, y se
encontraron unicamente las diferencias buscadas al estratificar en dos grupos de riesgo
segun requiriesen VMI (grupo 5-6 de la OMS) o no (grupo 1-4 de la OMS). Atendiendo
a dicho analisis, fKIR2DS4 se asoci6 con el grupo de pacientes con enfermedad grave
por COVID-19 que requirieron VMI con frecuencias del 83,7% frente al 55,7% de los

pacientes que no requirieron VMI (p <0,001) (Tabla 13).

Tras ello, se realiz6 el andlisis de regresion logistica multivariante, y se encontré que

fKIR2DS4 fue una variable independiente de requerimiento de VMI, de ingreso en UCI,

=" Universidad de Murcia

159



o0 de evolucién a una forma grave de la enfermedad con SOFA>6 puntos; junto con

otras variables significativas asociadas (Figura 8).

Tabla 13. Frecuencias de KIR y ligando KIR (HLA-I) en los grupos de estudio

Sin VMI Con VMI |

Ligandos KIR2DS4 °

105 (66,5%)

Genes KIR (n =158) (n=43)
KIR2DL1 153 (96,8%) 41 (95,3%)
KIR2DL2 78 (49,4%) 24 (55,8%)
KIR2DL3 143 (90,5%) 38 (88,4%)
KIR2DL5 89 (56,3%) 25 (58,1%)
KIR3DL1 142 (89,9%) 42 (97,7%)
KIR2DS1 70 (44,3%) 17 (39,5%)
KIR2DS2 78 (49,4%) 23 (53,5%)
KIR2DS3 49 (31,0%) 11 (25,6%)
KIR2DS4 141 (89,2%) 42 (97,7%)
dKIR2DS4 124 (78,5%) 31 (72,1%)
fKIR2DS4 88 (55,7%) 36 (83,7%) @
KIR2DS5 55 (34,8%) 13 (30,2%)
KIR3DS1 69 (43,7%) 17 (39,5%)

Genotipo centromérico
AA 80 (50,6%) 78 (49,4%)
Bx 78 (49,4%) 21 (60,0%)

Genotipo telomérico
AA 89 (56,3%) 26 (60,5%)
Bx 69 (43,7%) 17 (39,5%)

Ligando HLA-I KIR
C1 130 (82,3%) 38 (88,4%)
C2 113 (71,5%) 26 (60,5%)
Bw4 115 (72,8%) 30 (69,8%)

26 (60,5%)

Abreviaturas: COVID-19, enfermedad por coronavirus 2019; fKIR2DS4, funcional-
KIR2DS4; HLA, antigeno leucocitario humano; IMV, ventilacibn mecanica
invasiva; KIR, receptor de tipo inmunoglobulina de células asesinas; KIR2DS4, exdn5
eliminado-KIR2DS4.

4 VMl versus no VMI, p <0,001.
b Ligandos de KIR2DS4: HLA-A* 11, C*2,C* 4,C*5y C * 16(183).

NOTA: Valores de P estimados con lapruebay ?. Pc =Valor deP después de la
correccion de Bonferroni (x14).
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Analisis de regresion logistica multivariante de
variables asociadas a la necesidad de VMI !

Variable OR 95% IC P

KIR2DS4 funcional 4,74 1,76-12.79 0,002
E. Cardiovascular 423 1,65-10.85 0,003
Ferritina 1,001 1-1.002 0,005
Dimero D 1,001 1-1.002 0,008

Analisis de regresion logistica multivariante
asociado_a la necesidad de ingreso en UCI 1

OR 95% IC D
KIR2DS4 funcional 2,51 1,087-5.82 0,031
E. Cardiovascular 3,94 1,31-11,86 0,014
Dimero D 1,001 1-1,002 0,005

Analisis de regresion logistica multivariante
asociado a evolucion grave de la COVID19 con SOFA>6 2

OR 95% IC P
KIR2DS4 funcional 3,97 1,249-12.613 0,019
Hipertension arterial 3,018 1,23-7.406 0.016

I Edad, sexo. hipertensién arterial y obesidad fueron también incluidas, sin resultados significativos
2 Edad, sexo y obesidad fueron también incluidas, sin resultados significativos.

Figura 8. Analisis de regresion logistica multivariante de la necesidad de VMI, de
ingreso en UCI y de evolucion grave de la COVID19 con SOFA>6 de pacientes con
enfermedad por coronavirus 2019 en relacién con la presencia de KIR2DS4f y otras
variables significativamente asociadas: ElI KIR2SD4 funcional se asocia con la
necesidad de ventilacion mecéanica invasiva (VMI), el ingreso en la unidad de cuidados
intensivos (UCI) y una evolucion grave de la COVID-19 con una puntuacion en la
escala SOFA>6.

Concretamente, en esta Figura 8 podemos observar como fKIR2DS4 fue una variable

independiente capaz de predecir lo siguiente:

(1) La necesidad de VMI, (odds ratio [OR] = 4,74, p <0,002) junto con la presencia de
enfermedad cardiovascular (OR = 4,23, p <0,003), el valor de ferritina en ng / mL (OR

=1, P <0,005) y el valor del dimero D en ng/ mL (OR =1, P <0,008).

(2) El requerimiento de ingreso en UCI (OR = 2,51, p <0,031), junto con la presencia de
enfermedad cardiovascular (OR = 3,94, p <0,014) y el valor del dimero D en ng/mL

(OR = 1, p <0,005).
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(3) Una puntuacion en escala SOFA>6 (OR= 3,97, p <0,019), junto con la presencia de
hipertension arterial (OR = 3,02, p <0,016)Ademas, se evaluo el impacto de fKIR2DS4
en el tiempo medio hasta ingreso en el hospital y hasta el ingreso en la unidad de
cuidados intensivos (UCI) (Figura 9) mediante Kaplan-Meier y la prueba de rango
logaritmico de Mantel-Haenszel, observandose que los pacientes con fKIR2DS4
tuvieron una mediana de tiempo mas corta hasta el ingreso en el hospital (14,4; 1C95%
12,2-16,7 frente a 16,05; 1C95% 13,3-18,7 dias, p=0,392) y hasta el ingreso en la UCI

(20,5; 1C95% 18-22 frente a 24,1; 1C95% 21-25 dias, p <0,027).

1,0
p=0.027
] 0,84
=]
)
=]
§ 0,6+
®
e
g
& 0,27 .
= KIR2DS4 no funcional
oo - KIR2DS4 funcional

T T T T T T T

0 5 10 15 20 25 30
Dias hasta ingreso en UCI

Figura 9. Pruebas de log-rank de Kaplan-Meier y Mantel-Haenszel para ingreso en UCI
en relacion a la presencia de KIR2DS4f.

Por otra parte, exploramos el papel de los alotipos HLA-I individuales en la
susceptibilidad y gravedad de la infeccion por SARS-CoV-2. Al comparar controles y
pacientes, observamos un papel protector para HLA-A*26 (10,8% frente a 5,5%) vy

HLA-A*33 (7,4% frente a 2,0%) y un papel de riesgo para HLA-A*23 (4,4% frente a
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11,4%), HLA-A*24 (14,3% frente a 22,9%) y HLA-C*01 (3,4% frente a 6,5%). Las
diferencias significativas desaparecieron despues de la correccion de Bonferroni (Tabla

14).

Tabla 14. Frecuencias de alelos HLA de clase I en los grupos de estudio
Controles

COVID-19 Sin VMI Con VMI

~ Universidad de Murcia

Alotipo HLA (n=210) (n=201) (n=146) (n=35)

HLA-A *01 46 (22,7%) 46 (22,9%) 35 (22,2%) 11 (25,6%)
*02 87 (42,9%) 86 (42,8%) 64 (40,5%) 22 (51,2%)

*03 43 (21,2%) 41 (20,4%) 35 (22,2%) 6 (14,0%)

*11 19 (9,4%) 17 (7,0%) 11 (7,0%) 3 (7,0%)

*23 9 (4,4%) 23 (11,4%)P<°%" 16 (10,1%) 7 (16,3%)
*24 29 (14,3%) 46 (22,9%)P<%%8 35 (22,2%) 11 (25,6%)

*25 9 (4,4%) 7 (3,5%) 7 (4,4%) 0 (0,0%)

*26 22 (10,8%) 11 (5,5%)P<00% 9 (5,7%) 2 (4,7%)

*29 27 (13,3%) 34 (16,9%) 30 (19,0%) 4 (9,3%)

*30 25 (12,3%) 26 (12,9%) 22 (13,9%) 4 (9,3%)

*31 8 (3,9%) 13 (6,5%) 9 (5,7%) 4 (9,3%)

*32 10 (4,9%) 7 (3,5%) 7 (4,4%) 0 (0,0%)

*33 15 (7,4%) 4 (2,0%)P<00% 2 (1,3%) 2 (4,7%)

*68 23 (11,3%) 16 (8,0%) 14 (8,9%) 2 (4,7%)
HLA-B*07 30 (14,7%) 30 (15,0%) 24 (15,3%) 6 (14,0%)
*08 23 (11,3%) 24 (12,0%) 17 (10,8%) 7 (16,3%)

*14 24 (11,8%) 26 (13,0%) 18 (11,5%) 8 (18,6%)

*15 22 (10,8%) 18 (9,0%) 13 (8,3%) 5 (11,6%)

*18 33 (16,2%) 35 (17,5%) 30 (19,1%) 5 (11,6%)

*27 7 (3,4%) 10 (5,0%) 7 (4,5%) 3 (7,0%)
*35 36 (17,6%) 47 (23,5%) 37 (23,6%) 10 (23,3%)

*38 17 (8,3%) 12 (6,0%) 9 (5,7%) 3 (7,0%)

*39 8 (3,9%) 9 (4,5%) 8 (5,1%) 1 (2,3%)

*40 16 (7,8%) 20 (10,0%) 15 (9,6%) 5 (11,6%)

*44 49 (24,0%) 51 (25,5%) 44 (28,0%) 7 (16,3%)

*49 21 (10,9%) 10 (5,0%) 9 (5,7%) 1(2,3%)

*50 11 (5,4%) 12 (6,0%) 10 (6,4%) 2 (4,7%)

*5] 33 (16,2%) 21 (10,5%) 15 (9,6%) 6 (14,0%)

*52 8 (3,9%) 4 (2,0%) 3 (1,9%) 1(2,3%)

*53 5 (2,5%) 10 (5,0%) 9 (5,7%) 1(2,3%)

*57 8 (3,9%) 6 (3,0%) 5 (3,2%) 1(2,3%)

*58 4 (2,0%) 3 (1,5%) 1 (1,3%) 1(2,3%)
HLA-C *01 7(3,4%) 13 (6,5%)P<00% 7 (4,4%) 6 (14,0%)
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*02 16 (7,7%) 21 (10,4%) 16 (10,1%) 5 (11,6%)
*03 34 (16,4%) 33 (16,4%) 24 (15,2%) 9 (20,9%)
*04 44 (21,3%) 54 (26,9%) 43 (27,2%) 11 (25,6%)
*05 38 (18,4%) 33 (16,4%) 28 (17,7%) 5 (11,6%)
*06 31 (15,0%) 25 (12,4%) 21 (13,3%) 4 (9,3%)
*07 84 (40,6%) 79 (39,3%) 65 (41,1%) 14 (32,6%)
*08 26 (12,6%) 32 (15,9%) 24 (15,2%) 8 (18,6%)
*12 38 (18,4%) 36 (17,9%) 29 (18,4%) 7 (16,3%)
*14 10 (4,8%) 6 (3,0%) 5 (3,2%) 1(2,3%)
*15 12 (5,8%) 14 (7,0%) 11 (7,0%) 3 (7,0%)
*16 35 (16,9%) 29 (14,4%) 23 (14,6%) 6 (14,0%)
*17 8 (3,9%) 8 (4,0%) 7 (4,4%) 1 (2,3%)

Abreviaturas: COVID-19: enfermedad por coronavirus 2019; VMI: ventilacion
mecanica invasiva; HLA: antigeno leucocitario humano. Valores de p estimados con
Chi-Cuadrado. Todas las diferencias significativas desaparecieron después de la
correccion de Bonferroni.

4., CARACTERISTICAS DEMOGRAFICAS, CLINICAS Y ANALITICAS DE LOS

PACIENTES EN FUNCION DE LA PRESENCIA DE FKIR2DS4

En la Tabla 15 se resumen las caracteristicas clinicas y la evolucion de los pacientes en
funcién de la presencia de fKIR2DS4. Aunque no se observaron diferencias en edad,
sexo u origen étnico segin la presencia de fKIR2DS4, aquellos pacientes con
fKIR2DS4 presentaron mayor puntuacion SOFA (2,88 + 3,4 vs 1,67 + 2,17, p <0,006),
mayor frecuencia de SOFA > 6 ( 24,2% vs 7,9%, p <0,007), menor tiempo hasta el
ingreso hospitalario (7,36 £ 5,79 vs 9,4 £+ 4,66 dias, p <0,019), mayor frecuencia de
ingreso en UCI (48,4% vs 32,5%, p <0,038), mayor frecuencia de insuficiencia renal
(17,7% vs 5,6%, p <0,03), mayor frecuencia de inestabilidad hemodinamica (27,4% vs
11,0%, p=0,012), mayor requerimiento de VMI (27,4% vs 13%, p=0,026) y mayor
tiempo de hospitalizacion en UCI (23,7 £ 21,15 vs 16,6 £ 14,04 dias, p <0,031). No se
detectaron diferencias en comorbilidad ni en el tratamiento administrado a los pacientes

con COVID-19 moderado o grave segun la presencia de fKIR2DS4. A nivel analitico
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unicamente se encontré un nivel inferior de colesterolemia (184,66 + 49,45 vs 199,12 +
43,47, p=0,039; p=0,039) y de vitamina D (20,23 +8,79 vs 24,72+9,74; p=0,035) en el

grupo con fKIR2DS4 vs grupo sin fKIR2DS4.

Tabla 15. Caracteristicas clinicas y evolucion de los pacientes COVID-19 segun
fKIR2DS4
Caracteristicas

Sin fKIR2DS4 fKIR2DS4 Valor

n = 124 (61,7%) p

n =77 (38,3%)

Factores Demograficos

Edad, afios (media + 57,7+10,8 57,8+12,5 0,947

DE)

Sexo femenino (%) 36,4% 41,9% 0,263

IMC (media = DE) 28,4245,33 29,26+7,17 0,488

Obesidad (%) 0,852

Grado | 15 (33,3%) 28 (32,2%)

Grado Il 17 (37,8%) 37 (42,5%)

Grado Il 13 (28,9%) 22 (25,3%)

Etnia caucésica (%) 87,0% 83,9% 0,347
Comorbilidad y severidad

Enfermedad 10 (13%) 23 (18,5%) 0,402

cardiovascular (%)

Tabaquismo (%) 22 (28,6%) 34 (27,4%) 0,374

Consumo de sustancias 1 (13%) 0 (0,0%) 0,809

(%)

Hipertension (%) 29 (37,7%) 49 (39,5%) 0,910

Diabetes Mellitus (%) 16 (20,8%) 18 (14,6%) 0,092

Dislipemia (%) 26 (33,8%) 38 (30,6%) 0,760

Enfermedad 4 (5,2%) 5 (4,0%) 0,971

cerebrovascular (%)

Bronquitis crénica (%) 3 (3,9%) 9 (7,3%) 0,530

Asma (%) 12 (15,6%) 7 (5,6%) 0,036

Hepatopatia (%) 0 (0,0%) 1 (0,8%) 1,000

IRC (%) 4 (9,1%) 5 (4,1%) 0,147

Céncer (%) 9 (11,7%) 10 (8,1%) 0,545
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Inmunosupresion (%)

Puntuacion de Charlson
(media £ DE)

SOFA (media + DE)
SOFA> 6 (%)
CURBG65 (media + DE)
CURBG65> 2 (%)
Gravedad OMS (%)

e Gradol

e Grado 2

e Grado4

e Grado5

e Grado6
PaO,/ FiO ,
peor (media + DE)

SAFI ingreso (media *
DE)

Sa0 , / FiO ; peor
(media £ DE)

Andlisis de sangre
Glucosa mg/dL (media
+ DE)

Creatinina mg/dL
(media £ DE)

Urea mg/dL (media
DE)

Potasio mEg/L (media +
DE)

Sodio mEg/L (media =
DE)

Calcio mg / dL (media =
DE)

Fasforo mg/mL (media
+ DE)

Colesterol mg/dL
(media £ DE)
Triglicéridos mg/dL
(media £ DE)

5 (6,5%)

1,65+1,99

1,67+2,17
6 (7,9%)
0,84 +1,09

14 (18,7%)

20 (26,0%)

24 (31,2%)

26 (33,8%)
6 (7,8%)
1 (1,3%)
142+76,7

391,60+100,79

287,93+159,03

103,54+24,02
0,87+0,30
38,19+14,12
15,25+54,00
137,89+22,37
9,36+0,54
3,73+1,82
199,12+43,47

129,29+68,25

4 (3,3%)

1,27+1,74

2,88+3,40
29 (24,2%)
1,12+1,27

41 (34,2%)

34 (27,4%)
24 (19,4%)
30 (24,2%)
30 (24,2%)
6 (4,8%)
124,9+79,8

372,58+106,60

256,86+153,97

114,09+89,23
0,86+0,63
37,64+20,80
7,46+19,78
139,37+17,92
9,21+0,61
3,99+2,01
184,66+49,45

141,27+90,56

0,192

0,153

0,006
0,007
0,109
0,030

0,010

0,309

0,306

0,289

0,316

0,928

0,839

0,154

0,613

0,087

0,431

0,039

0,387
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HDL mg/dL (media =
DE)

Bilirrubina mg/mi
(media £ DE)

ALT U /L (media £
DE)

AST U/ L (media + DE)
GGT U/ L (media £
DE)

FA U/L (media = DE)
LDH U/ L (media £
DE)
Creatinfosfoguinasa
U/L (media £ DE)

Ferritina ng / mL (media

+ DE)

AlbUmina g / dL (media
+ DE)

Proteinas g/dL (media +
DE)

Hemoglobina g / dL
(media £ DE)
Leucocitos /uL (media
+ DE)

Neutrofilos /uL (media
+ DE)

Linfocitos / pL(media +
DE)

Plaquetas /uL (media +
DE)

PCR ng/ mL (media £
DE)

IL 6 ng/L (media = DE)

VSG mm/h (media +
DE)

Vitamina D ng/mL
(media = DE)
Dimero D ng/ ml
(media = DE)
Fibrindbgeno mg/dL
(media £ DE)

59,02+30,41 50,51+18,60
0,66+0,41 2,21+9,50
32,30+27,12 63,41+396,49
27,84+16,88 86,19+651,56
51,08+65,72 54,22+96,37
141,44+103,40 160,16+105,91
331,71+197,68 417,72+1092,83
87,72+130,21 77,54+72,35
263,11+598,61 260,23+398,38
4,28+0,57 4,19+0,73
6,79+0,66 6,66+0,84
13,39+1,85 12,83+2,22
6628,42+2315,43 8694,11+20398,53
4131.36+3815,90 4460.41+3719.30
1981.58+654,26 4669.00+31571,32

243931,58+85924,86 261565,29+187542,42

0,69+1,34 1,75+4,97
161,72+1017,96 256,74+1405,28
16,68+18,15 16,72+20,47
24,72+9,74 20,23+8,79
600,83+750,20 581,29+701,45
376,32+ 97,58 366,69+127,50
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0,072

0,159

0,493

0,433
0,840

0,240
0,501

0,644

0,968

0,365

0,268

0,068

0,381

0,550

0,459

0,442

0,072

0,674

0,991

0,035

0,855

0,577
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lg A sérica
mg/dL(media + DE)
lg G sérica mg/dL
(media £ DE)
Ig M sérica
mg/dL(media + DE)
Grupo sanguineo ABO
(%)

e A

e B

e AB

Serologia VIH negativa
(%)

Serologia VHC negativa
(%)

Serologia VHB positiva
(%)

Tratamiento
Remdesivir (%)

Tocilizumab (%)
Anakinra (%)
Esteroides (%)
Lopinavir-ritonavir (%)
Hidroxicloroquina (%)
Azitromicina (%)
Betaferon

Evolucién clinica
Neumonia (%)
Hospitalizacion (%)
Inestabilidad

hemodinamica (%)
Insuficiencia renal

275,10+ 246,28

996,90+270.18

95,24+57,34

2,0£3,6
6,0+10,7
25,0+44,6
23,0+41,1

72 (100,0%)

72 (100,0%)

0 (0,0%)

7 (9,1%)
15 (19,7%)
0 (0,0%)
23 (29,9%)
28 (36,4%)
44 (57,1%)
48 (62,3%)
1 (1,3%)
55 (71,4%)
57 (74,0%)
8 (11,0%)

4 (5,6%)

223,56+90,11

1003,52+289,53

110,52+117,95

2,0£2,3
10,0+11,4
36,0 +40,9
40,0+45,5

0 (0,0%)

113 (100,0%)

1 (0,9%)

8 (6,5%)
29 (23,4%)
5 (4,0%)
48 (38,7%)
52 (41,9%)
70 (56,5%)
72 (58,1%)
7 (5,6%)
91 (73,2%)
93 (75,0%)

31 (27,4%)

20 (17,7%)

0,077

0,895

0,395

0,922

NA

NA

1,000

0,677
0,668
0,187
0,262
0,525
1,000
0,651
0,246
0,706
1,000

0,012

0,030
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aguda (%)

ECMO (%) 2 (2,6%) 4 (3,2%) 1,000
SDRA (%) 36 (46,8%) 64 (51,6%) 0,600
OAF (%) 19 (24,7%) 38 (30,6%) 0,452
VMI (%) 10 (13,0%) 34 (27,4%) 0,026
Ingreso a UCI (%) 25 (32,5%) 60 (48,4%) 0,038
Dias hasta 9,4045,79 7,36+4,66 0,019
hospitalizacion (media +

DE)

Dias hasta la UCI 23,34+10,04 20,10+11,17 0,040
(media £DE)

Dias de estancia (media 16,6+14,04 23,7+21,15 0,031
+ DE)

Exitus (%) 2 (2,6%) 6 (4,9%) 0,672

Abreviaturas:  Abreviaturas: ALT, alanina transaminasa; AST, aspartato
aminotransferasa; GGT, gammaglutamil transferasa; FA, fosfatasa alcalina; SDRA,
sindrome de dificultad respiratoria aguda; CRP, proteina C reactiva; CURB-65,
puntuacion de gravedad de la neumonia adquirida en la comunidad; Unidad de cuidados
intensivos; IMV, ventilacion mecénica invasiva; LDH, lactato deshidrogenasa; HDL,
lipoproteina de alta densidad; IL 6; interleuguina 6; VIH, virus de insmunodeficiencia
humano; VHC, virus de hepatitis C; VHB, virus de hepatitis B; DE: desviacion
estandar; SOFA, evaluacion de insuficiencia organica relacionada con la sepsis; IMC,
indice de masa corporal; IRC, insuficiencia renal cronica; FIS, fecha de inicio de
sintomas; VMI, ventilacion mecanica invasiva; ECMO, oxigenacién por membrana
extracorporea; OAF: oxigenoterapia de alto flujo; fKIR2DS4, funcional-KIR2DS4; NA:
not applicable

5. LAS CELULAS NK KIR2DS4+ CON UN INMUNOFENOTIPO DISTINTIVO SE

EXPANDIERON EN LA ENFERMEDAD POR CORONAVIRUS 2019

Para comprender la relacién que pueden tener las células NK KIR2DS4+ con la
gravedad de la enfermedad, se analizaron los subtipos de linfocitos y el repertorio de
células NK KIR" en controles sanos y en pacientes sin y con VMI. Para evitar las
secuelas de los tratamientos intensos aplicados a los pacientes con enfermedad grave, el
estudio celular se realizé el dia 75 (IQR, 61-92) tras el alta hospitalaria. Sin embargo, en

comparacion con los controles, los pacientes (sin y con VMI, respectivamente)
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presentaron un numero reducido de linfocitos (27,4%, 25,2% y 20,2%;p <0,01),
monocitos no clasicos (16,7%, 15,7% y 12,6%; p <0,01), neutréfilos (40,3%, 38,1% y
33,7%; p <0,05) y linfocitos T CD4 * (33,7%, 29,4% y 25,6%; p <0,001) y un mayor
nimero de linfocitos T CD8 * (23,9%, 28,5%, 30,0%;p <0,05). Estos valores se
acentuaron en pacientes con VMI. Por su parte, no se encontraron diferencias en el

namero de células NK entre los diferentes grupos. (Figura 10A).

Aunque los nimeros de células NK CD56°"9"y CD56%™, asi como el repertorio de
células NK KIR" no mostraron diferencias significativas entre controles y pacientes, las
células NK que expresan KIR2DS4 como el Gnico receptor KIR (KIR2DS4™ Ginico)
mostraron una mayor frecuencia en pacientes que requerian VMI respecto a los

pacientes sin VMI y controles (9,1%, 5,1% y 4,3%; p <0,05) (Figura 10B).

Cuando se estudio la expresion de cada KIR como Intesidad Media de Fluorescencia
(IMF) en células NK con KIR" tnicos, no se encontraron diferencias entre los 3 grupos
de estudio para KIR2DL1*, KIR2DL2/S2", KIR2DL3", KIR2DS1" 0 KIR3DS1" de
células NK, mientras que se encontrd un ligero aumento de KIR3DL1 en pacientes que
requirieron VMI en comparacion con los que no lo hicieron o con los controles (7869,5,
6076,1 y 6083,9, MFI; p <0,01). Sin embargo, la expresién de KIR2DS4 mostré una
modulacion a la baja prominente en ambos grupos de pacientes en comparacion con los

controles (5392,5, 6500 y 8721,6, MFI; P <0,001) (Figura 10C).

Debido a que la expresion de los receptores KIR se modula negativamente cuando
interacttan con su ligando HLA-I especifico (183), analizamos la expresion de los KIR
en presencia de sus ligandos HLA en pacientes con COVID-19. Como ya esta descrito,
la presencia de ligando C2 indujo de manera muy significativa la modulacién a la baja

de KIR2DL1 (1847.5 vs 1296.8, P <0,001). Sin embargo, los ligandos C1, ligandos


javascript:;
javascript:;
javascript:;

Papel de NK en la susceptibilidad y el prondstico de la infeccion por SARS-COV-2

Bw4 y HLA-A*11/C*2/C*4/C*5/C*16 indujeron modulaciones descendentes leves no
significativas de sus respectivos receptores KIR2DL2/S2-L3, KIR3DL1 y KIR2DS4
(Figura 10D). Por lo tanto, la fuerte modulacion descendente observada para KIR2DS4
en pacientes con COVID-19 no pareci6 estar asociada con la presencia de sus ligandos

HLA.
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Figura 10. Subtipos de leucocitos y expresion de receptores activadores e inhibidores
en células asesinas naturales (NKcs) de sangre periférica en pacientes y controles con
enfermedad por coronavirus 2019 (COVID-19). (A) Porcentaje de linfocitos, monocitos
y neutrofilos totales (% con respecto al leucocito total), monocitos no
clasicos CD16" (% con respecto al monocito total)y linfocitos T CD4"y
CD8" y NKcs CD3'CD56" (% con respecto al total de linfocitos) en controles sanos
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(blancos) y pacientes con COVID-19 que si (gris) o no (negro) requirieron ventilacion
mecénica invasiva (VMI). (B) Porcentaje de subtipos de células NK positivas para el
receptor KIR (% con respecto al total de células NK) en controles y pacientes. (C)
Intensidad media de fluorescencia (IMF) de los receptores KIR inhibidores y
activadores en células NK que expresan un KIR individual en controles y pacientes. (D)
La IMF de los receptores KIR inhibidores y activadores en células NK que expresan
cada KIR individual en presencia (barras punteadas) o ausencia (barras marcadas) de
sus respectivos ligandos HLA, C1, C2, Bw4 y HLA-A*11/C*02/C*04/C*05/C*16
(ligandos KIR2DS4). (E) La IMF de CD226, CD16, CD56, TIGIT, NKG2A y NKG2D
en células NK que expresan KIR individuales para controles y pacientes. El andlisis de
varianza se utiliz para comparar controles con pacientes, o para comparar la expresion
de un receptor particular entre diferentes subconjuntos de KIR * NKc. *, P <0,05; **, p
<0,01; ***, P <0,001.

Las caracteristicas inmunofenotipicas adicionales de las células NK KIR2DS4" se
muestran en la Figura 10E . La expresion de CD16 no mostro diferencias entre
pacientes y controles, pero, en general, las células NK que expresan KIR activadores
(KIR2DS1, KIR3DS1 o KIR2DS4) mostraron niveles mas bajos de CD16 que las
células NK que expresan KIR inhibidores ([iKIRs] P <0,05). La expresion de CD56 fue
mayor en los pacientes que en los controles, en las células NK que expresaban
KIR2DS1 (P <0,01), KIR3DS1 (P <0,001) y KIR2DS4 (P <0,05) pero no en células NK
que expresaban iKIR. La expresion de CD226 fue mayor en todos los subtipos de
células NK en pacientes que no requirieron VMI (p <0,01, para todos los subconjuntos
de KIR") que en los controles y pacientes con VMI. CD226 mostr6 una expresion mas
baja en células NK que llevan aKIR que en aquellos que llevan iKIR (p <0,001). La
expresion de NKG2D fue menor en los pacientes que en los controles para todos los
subtipos de células NK, con reducciones estadisticamente significativas en los subtipos
de KIR2DL1" (p <0,05), KIR2DL3" (p <0,01) 0 KIR2DS1" (p <0,001). Por el contrario,
la expresion de TIGIT fue mayor en los pacientes (particularmente en pacientes con
VMI) que en los controles (P<0,05 para todos lossubtipos de células

NK KIR ). Finalmente, aunque no se encontraron diferencias significativas entre
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controles y pacientes en la expresion de NKG2A, en general, las células NK KIR2DS4"
mostraron una mayor expresion de NKG2A que aquellas con KIR3DS1" (P <0,01) y los

otros subtipos de células NK KIR" (P <0,001).

En conjunto, las células NK KIR2DS4" en COVID-19 severo mostraron un fenotipo
distintivo diferente de otros subtipos de células NK que consistio en:

KIRP° CD163¥° CD226"¥° CD56% TIGITA NKG2AY™,

6. LOS RECEPTORES KIR ACTIVADORES B-TELOMERICOS ESTAN
ASOCIADOS CON LA COVID-19 MAS LEVE EN PACIENTES CON HLA-

B*15:01.

Debido a que la frecuencia de los ligandos de KIR2DS4 HLA-A*11, C*02, C*04, C*05
y C*16 (184), en conjunto o individualmente, no mostraron diferencias entre controles y
pacientes, estudiamos otros ligandos HLA putativos. La frecuencia de fKIR2DS4
permanecio dentro de los rangos descritos para el grupo global COVID-19 (61,7%) para
todos los alotipos HLA-A, -B o0 -C, excepto para HLA-B*15, donde la frecuencia de
fKIR2DS4 fue menor en el grupo de pacientes que la observada en controles HLA-
B*15 (16,7% frente a 40,9%, p <0,093). Por el contrario, la frecuencia de fKIR2DS4 en
pacientes y controles HLA-B*15 negativos, permanecié inalterada (66,5% frente a

35,7%, P <3,1. x 10°9).

Para comprender por qué podria estar sucediendo, se evalud la frecuencia de cada
receptor KIR y del genotipo KIR en pacientes y controles HLA-B*15 positivos y

negativos, calculandose el valor de p estimado en la prueba y 2 de Pearson y corregido
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(Pc) por el numero de comparaciones (x 11) (Tabla 16). Se observo mayor frecuencia
de receptores KIR B-teloméricos KIR2DL5 (77,8% vs 45,5%, P <0,039, Pc = 0,429),
KIR2DS1 (72,2% vs 27,3%, P <0,006, Pc = 0,066), KIR2DS5 (66,7% vs 23,8%, P
<0,006, Pc = 0,066), KIR3DS1 (72,2% vs 22,7%, P <0,002, Pc = 0,022) y de genotipo
telomérico Bx (72,2% vs 22,7%, P <0,002, Pc = 0,022) en pacientes con HLA-B*15
que en los controles. Sin embargo, la frecuencia de todos los receptores KIR
permanecio inalterada en pacientes y controles negativos para HLA-B*15. Por el
contrario, la frecuencia de KIR3DL1 (A-telomérico) se redujo en pacientes con HLA-

B*15 en comparacion con los controles (66,7% frente a 100%, P <0,005, Pc = 0,055).

Tabla 16. Total HLA-B*15 and B*15 subtipos en combinacion con genotipo KIR
HLA-B*15 (No) HLA-B*15 (Yes)  B*15:01 Other B*15

KIR gen Control Covid-19 Control Covid-19 Covid-19 Covid-19
presente (n=182) (n=179) (n=22) (n=18) (n=11) (n=7)

KIR2DL1 174 175 20 18 11 7
(95.6%)  (96.2%)  (90.9%)  (100%) (100%)  (100%)
KIR2DL2 103 91 14 11 7 4
(56.6%) (50.0%) (63.6%) (61.1%)  (63.6%) (57.1)
KIR2DL3 164 164 17 16 10 6
(90.1%)  (90.1%) (77.3%) (88.6%)  (90.9%)  (85.7%)
KIR2DL5 105 99 10 14 10 4
(57.7%) (54.4%) (455%) (77.8%)%  (90.9%)  (57.1%)
KIR3DL1 165 171 22 12 7 5
(90.7%)  (94.0%) (100%) (66.7%)"  (63.6%) (71.4)
KIR2DS1 87 73 6 13 10 3
(47.8%) (40.1%) (27.3%) (72.2%)°  (90.9%)  (42.9%)
KIR2DS2 105 90 14 11 7 4 (57.1%)
(57.7%)  (49.5%) (63.6%) (61.1%)  (63.6%)
KIR2DS3 56 56 6 4 3 1
(30.8%)  (30.8%) (27.3%) (22.2%)  (27.3%)  (14.3%)
fKIR2DS4 65 121 9 3 2 1
(35.7%)  (66.5%)" (40.9%) (16.7%)  (18.2%)  (14.3%)
KIR2DS5 63 55 5 12 9 3
(34.6%) (30.2%) (23.8%) (66.7%)° (81.8%)  (42.9%)
KIR3DS1 86 72 5 13 9 3

(473%)  (39.6)  (22.7%) (72.2%)"  (90.9%)  (42.9%)
AA-Cent 79 91 8 7 4 3
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(43.4%) (50.0%) (36.4%) (38.9%)  (36.4%)  (42.9%)

Bx-Cent 103 91 14 11 7 4
(56.6%) (50.0%) (63.6%) (61.1%)  (63.6%)  (57.1%)

AA-Tel 96 110 17 5 1 4
(52.7%)  (60.4%) (77.3%) (27.8%)  (9.1%)  (57.1%)

Bx-Tel 86 72 5 13 10 3

(47.3%)  (39.6%) (22.7%) (72.2%)°  (90.9%)  (42.9%)

Abreviaturas: HLA: antigeno leucocitario humano; KIR: receptor tipo inmunoglobulina
de células asesinas. a p<0,054; b p<0,005; ¢ p<0,006; d p<3,1 x 10-9; e p<0,006; f
p<0,002; g p<0,002 comparando controles y pacientes dentro de grupos HLA-B*15
negativos o positivos. Otros B*15: HLA-B*15:03, *15:04, *15:17, *15:18 y *15:24

En un analisis de mayor resolucion, encontramos que en los pacientes con COVID-19
los aKIR B-teloméricos (KIR2DS1, KIR2DS5 y KIR3DS1) se asociaron
especificamente con HLA-B*15:01, pero no con otros subtipos de HLA-B*15 (HLA-
B*15:03, -B*15: 04, -B*15:17, -B*15: 18, -B*15: 24). Asi, en comparacion con los
controles sanos con HLA-B*15:01, las frecuencias de KIR2DS1 (27,3% vs 90,9%, P
<0,001, Pc=0,011), KIR2DS5 (22,7% vs 81,8%, P <0,002, Pc = 0,022) y KIR3DS1
(22,7% vs 90,9%, P <0,0003, Pc = 0,0033) fueron mucho mayores en pacientes con
HLA-B*15:01. No se encontraron diferencias significativas entre pacientes y controles

con otros subtipos de HLA-B*15.

Para determinar ain mas las interacciones putativas aKIR B-teloméricos/HLA-B*15,
utilizamos un enfoque computacional (177) para modelar la afinidad (puntuaciones de

interaccidn) para cada subtipo de HLA-B*15 (Figura 11).
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Figura 11. Prediccion computacional de las puntuaciones de interaccion KIR3DS1
(recuadros azules) y KIR2DS1 (recuadro rojo) con diferentes alotipos HLA-B*15 que
presentan péptidos del SARS-CoV-2. En cada diagrama de caja, las lineas negras
solidas del medio indican la mediana, los bordes indican el primer y tercer cuartiles, los
bigotes indican un rango intercuartilico de 1,5 y los circulos indican valores atipicos de
los valores de puntuacion de interaccion. La linea discontinua negra representa la
puntuacién predicha para la interaccion KIR3DL1 / KIR3DS1 con el ligando
Bw4. NetMHCpan-4.1 no predijo ningun péptido de SARS-CoV-2 de unidn fuerte para
el alotipo HLA-B*15:04. * P <0,05; **, p <0,001; ***; P <0,0001; no significativo
(NS) P > 0.05.

Los HLA-B*15:01 que presentaban péptidos de SARS-CoV-2 tenian puntuaciones de
interaccion mas altas y, por lo tanto, era mas probable que interactuara con KIR3DS1
que con HLA-B*15:03 (P <0,05), HLA-B*15:04 (no se encontraron péptidos para este
alotipo), HLA-B*15:17 (P <0,001), HLA-B*15:18 (P =0,1) y HLA-B*15:24 (P <
0,05). Se encontré que las puntuaciones de interaccion para KIR3DS1/ HLA-B*15:01
estaban dentro del rango de su ligando Bw4 habitual (180). Ademas, las puntuaciones

de interaccion para KIR2DS1/HLA-B*15:01 que presentan péptidos de SARS-CoV-2
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fueron mucho mas bajas que las de KIR3DS1 (P <0,0001), lo que apunta a que

KIR3DSL1 es el receptor més probable que interactie con HLA-B*15:01.

El genotipo telomérico Bx fue mas frecuente en pacientes HLA-B*15:01 que no
requirieron VMI (84,6% vs 15,4%, p =0,09), por lo que se asocié con COVID-19 mas
leve, lo cual es razonable porque la frecuencia del fKIR2DS4 A-telomérico (asociado

con enfermedad grave) disminuyo en estos pacientes.
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DISCUSION

En nuestro estudio, hemos averiguado que los receptores KIR activadores teloméricos,
fKIR2DS4 por si mismo y KIR3DS1 en presencia de HLA-B*15:01, estan asociados
con la evolucion a COVID-19 severo y leve/moderado respectivamente; lo cual apoya
un papel decisivo de los receptores KIR de células NK en la patogénesis y la

variabildad clinica de la COVID-109.

A pesar de la multitud de investigaciones realizados desde el inicio de la pandemia que
han estudiado los factores asociados a la gravedad de la COVID-19 (185), todavia a dia
de hoy la cuestion de por qué el pronostico de los pacientes tras la infeccién por SARS-

CoV?2 es tan heterogéneo continda sin estar resuelta.

Si recordamos la clasificacion de los estadios patolégicos de la COVID19 en 3 fases
segun la progresion de la enfermedad (35), se puede hacer una categorizacion clinica de
severidad en la COVID-19 en tres estadios: 1) leve (sin disnea, frecuencia respiratoria
normal < 22 respiraciones por minuto y saturacion de 02 basal > 94%; con un aumento
del riesgo atribuido por asociar una edad mayor o igual a 65 afios 0 presencia de
comorbilidades, 2) moderada (disnea de esfuerzo, frecuencia respiratoria > 22
respiraciones por minuto y saturacion basal 90-94%; con riesgo de progresion si tiene 7
dias o0 mas de evolucion, si requiere oxigenoterapia y/o si tiene infiltrados pulmonares >
50% en 24-48 horas) y 3) grave (disnea de reposo, saturacion de 02 basal <90%,
frecuencia respiratoria 24-30 respiraciones por minuto, SAFI<315 o PAFI

<300)(72,186).
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En nuestro estudio, realizamos la estratificacion de los pacientes en dos grupos, con
evolucion leve/moderado vs grave, en base a distintos criterios que marcaron el dintel
de gravedad, como fueron: el criterio de ingreso en la unidad de cuidados intensivos
(UCI), la necesidad de intubacion orotraqueal (IOT), el requerimiento de soporte
respiratorio con ventilacién mecanica invasiva (VMI) o la obtencion de una puntuacion
superior a 6 en la escala SOFA (Sequential Organ Failure Assessment score 0 score
para Evaluacién de Fallo Organico Secuencial). EI SOFA es un sistema de medicion
diaria de fallo organico multiple de seis disfunciones organicas (Pa02/Fi02, plaquetas
10*/mm?, bilirrubina, hipotenisén, Score Glasgow coma, creatinina), que constituye un
buen indicador prondstico durante los primeros dias de ingreso, de modo que un
aumento en la puntuacion SOFA>2 se asocia con una mortalidad de >10% (174). Tras
dicha estratificacion por gravedad de los pacientes, estudiamos las diferencias de
distribucion de distintos factores prondsticos asociadas a la COVID-19 en ambos

grupos.

Actualmente, en base a los trabajos publicados hasta el momento, sabemos que los
principales factores de riesgo asociados a una forma grave de la enfermedad son: 1) la
edad avanzada: con un aumento de la tasa de hospitalizacion y mortalidad, de hasta el
18% y 15%, respectivamente, para mayores de 80 afios al inicio de la pandemia (63), 2)
el no estar vacunado: existiendo un punto claro de inflexion a partir de la vacunacion,
que redujo drasticamente las tasas de hospitalizacion e ingreso en UCI en los grupos
etarios con altas coberturas vacunales (70), y 3) la presencia de ciertas comorbilidades
médicas subyacentes: ya que aunque la enfermedad grave puede ocurrir en cualquier
individuo, la mayoria tienen al menos un factor de riesgo, con un nimero medio de
comorbilidades preexistentes de 2,7 (187), siendo la enfermedad cardiovascular y la

diabetes las mas frecuentes segun distintas series de casos hospitalizados publicadas; si
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bien estas series incluyen casos de distnta gravedad y no son claramente interpretables

(60)

En nuestro trabajo, aunque no hubo diferencias por edad segun la gravedad de la
COVID-19, si se observd: 1) un indice de masa corporal (IMC) medio superior y un
mayor pocentaje de obesidad grado | y Il en aquellos pacientes que requirieron ingreso
en UCI e IOT, respectivamente, 2) una mayor frecuencia de enfermedad cardiovascular
en el grupo de pacientes de UCI y que necesitd VMI, y 3) una mayor proporcion de
hipertensos y dislipemicos en el grupo de pacientes con COVID-19 grave que ingreso
en UCI y obtuvo puntuaciones en la escala SOFA>6. Por el contrario, no se encontraron
diferencias segun gravedad en el porcentaje de tabaquismo actual o previo, 0 en la
presencia de otras comorbilidades, como fueron: la EPOC, la enfermedad
cerebrovascular, la enfermedad renal cronica, la enfermedad hepética cronica o el
cancer; lo cual, podria explicarse, en parte, por la baja representacion de estas
comorbilidades en nuestra muestra global de pacientes COVID-19, con una prevalencia
inferior al 10%. Asi mismo, debemos tener en cuenta el momento de realizacion de
nuestra investigacion, en la etapa inicial de la pandemia, cuando aun no existian
vacunas para combatir la infeccion, por lo que no se pudo evaluar el impacto prondstico
del estado de inmunizacion en nuestro estudio, y al mismo tiempo, este hecho podria
justificar el no haber encontrado diferencias en la evolucion de los pacientes segln su
edad, ya que la media de edad del total de casos con COVID-19 de nuestro trabajo fue
de 57,63+11,84, no incluyendo, por tanto, aquellos grupos etarios mas avanzados (con
edades >70-80 afios) donde las diferencias de gravedad tras la infeccion por SARS-
CoV?2 se acentuan, al igual que lo hicieron en etapas posteriores de la pandemia tras la

vacunacion.
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Otros factores conocidos y que se asocian a una peor evolucion de la COVID-19, segun
los resultados de diferentes publicaciones realizadas desde la aparicion del SARS-
CoV2, son el sexo y la etnia. Los hombres y las personas de raza negra, hispanas y del
sur de Asia han representado un numero desproporcionalmente alto de casos criticos y
muertes en multiples cohortes en todo el mundo (188,189), aunque el origen
afroamericano y la etnia hispana muestran resultados contradictorios segun los estudios

(190).

En nuestra investigacion, no hubo diferencias por sexo segun la gravedad de los
pacientes, pero si por origen étnico, observandose una mayor frecuencia de caucasicos
frente a latinoamericanos en aquellos pacientes con COVID-19 grave que requirieron

ingreso en UCI, 10T o VML, lo cual pensamos que puede ser debido a su mayor edad.

Por otra parte, existen en la literatura factores mas discutidos que se han intentado
relacionar con un curso clinico grave tras la infeccion por SARS-CoV2, como son: el
déficit de vitamina D, con evidencia hasta la fecha de baja calidad procedente de
estudios observacionales, donde es probable que multiples factores de confusion afecten
a las asociaciones observadas (191); o el grupo sanguineo ABO, informandose
inicialmente que la gravedad de la enfermedad y la probabilidad de infeccion con el
virus SARS-CoV-2 varian con el tipo de sangre ABO, de forma que aquellos con grupo
Ay AB parecen estar en mayor riesgo y aquellos con grupo O en menor riesgo
(192,193). Sin embargo, se cuestiond la eleccion de los grupos de control y la
mortalidad no parecié variar segin el grupo sanguineo, requiriéndose mas
investigaciones para ayudar a dilucidar ain més las contribuciones de estos mecanismos

a la patogenicidad del SARS-CoV?2.
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En nuestro trabajo, no hubo cambios en los niveles de vitamina D segun la gravedad de
los pacientes, y unicamente encontramos diferencias en el porcentaje de distribucion del
grupo sanguineo ABO en los pacientes con COVID-19 grave en base a la necesidad de
10T (24% AB, 8% A o B en grupo con IOT vs 8,4% AB, 1,7% grupo A o B en grupo
sin I0T; p=0,034) y en base a la necesidad de VMI (23,1% B, 7,7% A en el grupo con
VMI vs 8,5% B, 1,7% A en el grupo sin VMI), pero no segun la necesidad de ingreso

en UCI o puntuacién en escala SOFA>6.

Por otro lado, existen también variables analiticas, que podemos conocer tras la
extraccion de una muestra de sangre a los pacientes infectados por SARS-CoV2, que
nos pueden ayudar a identificar a aquellos pacientes que evolucionaran a una fase grave
de la enfermedad. Se ha constatado, en base a multitud de estudios llevados a cabo
desde el inicio de la pandemia, que en los casos graves de SARS-CoV2, en
comparacion con otros virus respiratorios, se produce una respuesta anomala e inusual
gue conduce a una activacion aberrante del sistema inmunitario innato caracterizada por
la activacion disregulada del inflamasoma y la piroptosis, la sobreactivacion y
deposicion tisular del complemento, asi como la generacion, acumulacién y
sobreactivacion de células NK no convencionales, macréfagos y monocitos no clasicos,
neutréfilos con un fenotipo inmaduro y células T innatas (194). Como consecuencia de
esto, se genera una tormenta de quimiocinas (CXCL) y citoquinas con una respuesta
hiperinflamatoria que agrava el dafo tisular en el sistema respiratorio de los pacientes
con COVID-19 grave (195) y que comparte muchas caracteristicas con el sindrome de
activacion de macrofagos que se observa en la linfohistiocitosis hemofagocitica
inducida por virus. Todo ello, conduce, por tanto, a anormalidades en los hallazgos de

laboratorio de los pacientes con COVID-19 grave que se han asociado con peores
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resultados, tales como son: la linfopenia, las enzimas hepaticas elevadas, el aumento de
marcadores y citocinas inflamatorias (lactato deshidrogenasa o LDH, proteina C
reactiva o PCR, ferritina, interleuquina 6 y factor de necrosis tumoral o TNF-alfa), las
troponinas elevadas, la creatinfosfoquinasa 0 CPK elevada, y la lesion renal aguda (62)

(196,197).

Un metanalisis, que incluye el andlisis de 21 estudios con un total de 2033 pacientes,
encontré un patron inmunologico tipico en los casos graves de COVID-19, en
comparacion con aquellos con curso clinico leve, que se caracterizé por el aumento de
marcadores inflamatorios (TNF-alfa, IL-6, IL-8, IL-10, MCP-1, IP-10 y eotaxina), con
una disminucién de los marcadores de inmunidad del huésped, destacando la linfopenia
precoz a expensas de linfocitos TCD3+, T CD4+, T CD8+, células B y NK (198). Otros
estudios encuentran que la disminucién de los linfocitos totales y de los niveles de
CD3+, CD4+, CD8+ y NK, junto con una relacion CD4/CD8 aumentada son utiles

como biomarcadores de mortalidad en la COVID-19 grave (199) (200).

En nuestra investigacion, encontramos igualmente un patron caracteristico a nivel
analitico en el grupo de pacientes con COVID-19 grave segun el criterio de ingreso en
UCI, IOT, VMI o SOFA>6, que se caracterizd por una notoria elevacion de marcadores
analiticos de inflamacion, que incluyen: LDH, ferritina, PCR, VSG, fibrindgeno,
asociada a niveles inferiores de calcio sérico, HDL, albumina, proteinas totales y
hemoglobina, junto con niveles ligeramente elevados de enzimas hepaticas (ALT,AST,

GGT y FA) y de triacilglicéridos (TAG).

Asi mismo, otro fendmeno descrito en multitud de publicaciones de la COVID-19, es la
activacion de la coagulacion asociada a la enfermedad, que es mayor en los casos

graves, igual que sucede en otras enfermedades infecciosas. En este proceso, la
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trombina es una enzima que convierte el fibrindgeno en fibrina, la cual es degradada
dando lugar a otro producto conocido como dimero D (DD), que se utiliza como
marcador de la activacion del sistema. La activacion excesiva de la coagulacion esta
asociada a fendmenos trombéticos, dafio tisular y peor prondstico de las personas con
sepsis. En la COVID-19 el aumento del dimero D y, en menor medida, el aumento del
tiempo de protrombina y la trombocitopenia, se han considerado marcadores

pronosticos de gravedad y mortalidad (201).

En nuestro trabajo, encontramos también una elevacion marcada del dimero D en la
COVID-19 grave respecto al grupo de casos con evolucion leve/moderada, aunque no
observamos una disminucion significativa en el nimero de plaquetas de los pacientes
con peor evolucion clinica. Por su parte, se desconoce las diferencias en el tiempo de

protrombina, ya que no se incluyo dentro de las variables analiticas del estudio.

En resumen, y como conclusion tras lo expuesto hasta ahora, vemos que los datos
obtenidos en nuestro analisis, concordantes con los resultados publicados en otras
investigaciones de la COVID-19, apoyan la existencia de factores demograficos y
clinicos con valor pronostico, asociados a un perfil analitico caracteristico de la
COVID-19 grave secundario a una disregulacion inmune que podria proporcionarnos
una explicacién a esta respuesta clinica tan heterogénea frente a la enfermedad. No
obstante, esta respuesta anomala se caracteriza por una alteracion del comportamiento
de multitud de componentes moleculares y celulares del sistema inmunoldgico, por lo
que podemos entender que la distinta evolucion clinica de los pacientes no se puede

adscribir a una sola célula o molécula.
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Por consiguiente, en nuestra investigacion, realizada en la fase inicial de la pandemia,
en la que aun se habia profundizado poco en este campo, nos centramos en el estudio de
este sistema molecular inmunologico alterado propio de los casos graves de la COVID-
19, con el objetivo de buscar nuevos marcadores bioldgicos, genéticos e inmunoldgicos
con una doble funcion: por un lado, con valor prondstico, para que, de forma individual
0 a través de una puntuacion de riesgo maultiple, faciliten la identificacion precoz de los
pacientes de riesgo de gravedad, y poder anticiparnos, con ello, a la implementacién de
estrategias de tratamiento mas tempranas que influyan en su evolucion clinica y por otro
lado, con valor terapéutico, para ayudar en el descubrimiento de nuevas dianas

farmacoldgicas con posible valor patogénico sobre las que actuar.

En este sentido, en base a nuestro conocimiento de la base genética de la resistencia del
huésped a las enfermedades virales, tal como lo es la COVID-19, sabemos que existen
dos protagonistas principales que proporcionan una susceptibilidad diferencial y Unica a
cada uno de los seres humanos frente a las mismas, con potencial considerable para
afectar a los resultados de morbilidad y mortalidad, tales como son: los receptores KIR
de células NK, y sus ligandos HLA clase I (151). Los KIR, expresados en células NK, y
sus ligandos principales HLA de clase I, expresados en casi todas los las células del
organismo, son las moléculas mas polimérficas en humanos. Se sabe que la diversidad
combinatoria de los alelos KIR y HLA | afecta a la funcion de las células NK, dado que
cualquier alotipo KIR tiene una reactividad diferencial con los alotipos de su ligando
HLA de clase I afin. Por lo tanto, a través de la coevolucion de multiples mutaciones
genéticas en el locus KIR y en el locus HLA 1, la poblacion humana probablemente
genera y mantiene una diversidad considerable en la inmunidad a patdgenos virales
evolutivamente agiles y diversos, como lo es el nuevo coronavirus SARS-CoV?2;

amplificandose atin mas su diversidad combinatoria al albergarse los genes KIR y HLA
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en cromosomas separados, con la posibilidad de haber millones de genotipos afines

KIR/HLA clase I distintos (130).

Ya se ha demostrado previamente en numerosos estudios la influencia de este sistema
KIR-HLA de clase | en una multitud de infecciones por virus; tales como: el VIH
(150,151)(152), (153), donde puede brindar proteccion contra la progresion al SIDA en
infectados, el virus SARS-CoV1, causante de la epidemia previa en el afios 2001, el
virus de la gripe HIN1(167), causante de la pandemia del 2009, u otros muchos virus
gue conforman una larga lista, entre los que se incluyen el VHC (156) (108) (157) (158)
(159), el VHB (157) (160) (161)(162), el CMV (137,163) (164) (165) (166), el virus del
dengue (126), el virus del ébola (168), o el virus de lasa (169). Sin embargo, su papel en
la variabilidad clinica COVID-19 a fecha de realizacion del presente estudio permanecia

casi sin explorar.

Asi pues, en este estudio, realizado en pacientes con infeccion por SARS-CoV2,
investigamos el papel de los receptores KIR reguladores de la funcion de las células
NK, y de sus ligandos HLA de clase I, en la variabilidad clinica de la COVID-19, al
constituir en conjunto dos de los sistemas moleculares mas variables de la naturaleza

(http://www.allelefrequencies.net/), pudiendo condicionar, con ellos, la distinta

susceptibilidad o resistencia del huésped a las infecciones virales.

En base a estudios previos, se sabe que el nimero de las células NK en sangre periférica
se reduce significativamente en la COVID-19, siendo mas marcada en los pacientes
graves Yy criticos respectos a leves-moderados (75,202,203). Ademas, se ha constatado
una disminucion sostenida en los subconjuntos de linfocitos, especialmente los

linfocitos T CD4+ y NK, en los no supervivientes de la COVID-19 hasta su
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fallecimiento (204) (205). Asimismo, existe una redistribucion anémala, con una
disminucion dréastica de las células NK de perfil citotoxico (CD56°CD16""), asociado a
un aumento de las células NK reguladoras (CD56"""CD16) (206). En los casos de
COVID-19 grave esta disminucién en el nimero de células NK parece asociarse a un
descenso de su funcion, que implicaria la incapacidad de eliminar las células infectadas
por virus. Las investigaciones que demuestran esta disminucion de su actividad, han
constantado que en la fase aguda de la infeccion las células NK de sangre periférica
aumentan la expresion de moléculas inhibidoras (NKG2A), reguladoras (TIM-3) y de
agotamiento (PD-1 o TIGIT) y reducen la expresion de los receptores activadores
(DNAM-1 y NKG2D) y la secrecion de IFN-y (207). Por el contrario, se ha encontrado
en pacientes moderados y graves que superan la enfermedad de la COVID-19 la
presencia de un incremento de células NK que expresan NKG2C y CD57, indicadores
de la expansion y la maduracion de una subpoblacién de células NK denominados
«adaptativos o de memoria» con una mayor capacidad citotoxica dependiente de
anticuerpo, ya previamente estudiados en infecciones respiratorias por citomegalovirus
(CMV), que dirigen hacia una robusta defensa frente al SARS-CoV-2 (208). Por otro
lado, el envejecimiento también afecta a los células NK, perdiendo parte de su
funcionalidad, y podria explicar, en parte, la mayor susceptibilidad de las personas de

edad avanzad al virus SARS-CoV-2 (209).

En nuestro trabajo, en el que se realiz6 el estudio celular dos a tres meses después de la
infeccion (dia 75 de mediana después del alta hospitalaria, con IQR= 61-92) para evitar
las secuelas de los tratamientos intensos aplicados a los pacientes con enfermedad
grave, todavia se observaron algunos de los efectos descritos previamente en los
pacientes con COVID-19, en comparacion con los controles, y particularmente en

aquellos que requerieron VMI, quienes tenian: 1) un numero reducido de linfocitos
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totales, 2) un numero reducido de monocitos no clasicos CD16+ (que son generalmente
considerados células proinflamatorias tras su movilizacién en un entorno patogénico,
productoras de citoquinas como TNF-a), 3) un nimero reducido de neutrofilos, 4) un
nimero reducido de linfocitos TCD4"y 5) un aumento del nimero de

linfocitos T CD8".

Sin embargo, en contraposicion a las investigaciones previas, en nuestra poblacion el
nimero de células NK totales, tanto CD56”""™ como CD56%™ no disminuyd
significativamente en el grupo de pacientes con COVID-19 respecto al grupo control, lo
cual podria justificarse, en parte, por el momento de realizacién de los analisis pasada la
fase aguda. Sin embargo, se observé un aumento significativo de las células NK
KIR2DS4" expresado como receptor (nico, especialmente en el grupo pacientes con
infeccion por SARS-CoV2 que requirié VMI. Estas células NK con KIR2DS4" Gnico
mostraron un fenotipo distintivo en COVID19 severo, similar a otros subconjuntos de
células NK con un solo KIR activador (KIR2DS1+ y KIR3DS1+), con una expresion
reducida de moléculas activadoras CD16, CD226/DNAM-1 y NKG2D, y una alta
expresion de TIGIT (marcador de agotamiento) y CD56 (propio de las células NK de
perfil regulador y también de céulas NK activadas), que sugiere, en conjunto, que estas
células habian estado involucradas recientemente en un evento de activacion (96,210).
A ello, se afiade un aumento de la expresion de moléculas inhibidoras NKG2A en estas
células NK con KIR2DS4" tinico, que se correlaciond con su agotamianto funcional en
base a los resultados obtenidos en trabajos previos realizados en la fase aguda de la
COVID-19, ya expuestos previamente, en los que su regulacion al alza en células NK y
linfocitos T CD8+ se asocid con una reduccion en la capacidad de ambos tipos celulares

para producir IFN-y, IL-2, granzima B y TNF-alfa (211). Todo ello, apoyaria, por tanto,
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un papel principal de las células NK KIR2DS4" en la respuesta de SARS-CoV-2 y en

particular en el desarrollo de una enfermedad mas severa.

El locus KIR2DS4 no es fijo, sino que tiene dos subvariantes o alelos principales que
codifican, por un lado: 1) fKIR2DS4 (derivado de sus siglas en inglés full-kIR2DS4) es
el receptor de longitud completa con potente funcion activadora, o por otro 2)
dKIR2DS4 (derivado de sus siglas en ingles del-KIR2DS4), es una variante no
funcional caracterizada por la deleccion de 22 pb en el exon 5 que conduce a un codén
de parada temprano que conlleva la pérdida de su anclaje a la membrana, creandose una
proteina soluble truncada sin unién a HLA-1 que pierde el potencial de activacién de las
células NK (148,212). Su importancia radica en que existen variaciones considerables
de ambas variantes entre las poblaciones con una asociacion diferencial con diversas

enfermedades.

Continuando con la investigacion del papel de las células NK KIR2DS4+ en la COVID-
19 en nuestro trabajo, observamos que la frecuencia del gen fKIR2DS4 también
aumento significativamente en todos los pacientes con COVID-19, y particularmente en
aquellos que requerian VMI (83,7% frente a 36,2% en los controles). Ademas, se
estudio la expresion de KIR en las células NK medida como Intensidad de
Fluorescencia Media (IFM) y observamos una marcada modulacién a la baja de la
expresion de KIR en las células NK con KIR2DS4" tinico (KIR®°) en los pacientes con
la COVID-19 (grupo con y sin VMI) en comparacion con los controles sanos, que
interpretamos que muy probablemente fuera debida a la interaccion activa con sus
ligandos especificos; ya que, los receptores KIR se modulan a la baja cuando

interacttan con su ligando HLA especifico (183).
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Realizando una busqueda bibliogréfica acerca del posible papel de fKIR2DS4 en las
enfermedades virales, encontramos que este ya se habia explorado en algunas de ellas,
tales como: (1) el VIH, donde ser portador del mismo se asocio con cargas virales mas
altas y con una progresion mas rapida a SIDA (148),(213), (214),(215), (2) el VHB, en
el que la presencia de fKIR2DS4 se relacion6 con un mayor riesgo de VHB cronico
(160), (3) el CMV, encontrandose en un estudio de receptores de tranplante de células
hematopoyéticas una asociacion para KIR2DS4 con un aumento de 7 veces el riesgo de
reactivacion de CMV (216), o (4) el VHC, donde una investigacion reveld que los
niveles de enzimas hepaticas antes de la terapia eran aproximadamente un 30% mas
altos en pacientes que poseian una variante del gen KIR2DS4 con la delecién de 22
pares de bases (217). Sin embargo, el papel de este receptor KIR2DS4 en la COVID-19
solo se habia constatado en una Unica publicacion previa, realizada en la primera fase de
la pandemia. En esta, se correlaciond el patrén de distribucién de fKIR2DS4 vy la
frecuencia alélica de su ligando HLA-C*05, con la variabilidad de la mortalidad en
diferentes poblaciones de COVID-19; de manera que las poblaciones con mortalidades
mas altas, portaron con alta frecuencia HLA-C*05 y fKIR2DS4, mientras que aquellas
con menor mortalidad tuvieron una frecuencia bajo-media de HLA-C*05:01 y alta de
fKIR2DS4. En base a esto, se asocié el par HLA-C*05/fKIR2DS4 con una respuesta

excesiva de citocinas caracteristica de los pacientes con COVID-19 grave (218).

En nuestro estudio, por su parte, no se observaron diferencias entre pacientes y
controles en la frecuencia de HLA-C*05 o en la frecuencia de fKIR2DS4/HLA-
C*05. De hecho, la frecuencia de fKIR2DS4 no cambi6 en ambos grupos con ninguno

de sus supuestos ligandos HLA-I clasicos conocidos hasta la fecha actual (HLA-
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A*11/C*02/C*04/C*05/C*16 (184)), lo que nos sugirié que nuevos ligandos podrian

estar interactuando con KIR2DS4 en pacientes con COVID-19.

A dia de hoy sélo se conocen una minoria de ligandos para fKIR2DS4, a saber los
alotipos HLA-C*02/C*05/C*16, asi como HLA-A*11:02 (184). Recientemente,
también se ha informado de un reconocimiento de ligandos altamente dependiente de
péptidos para KIR2DS4, demostrandose que este KIR activador reconoce HLA-
C*05:01 cuando presenta un péptido derivado de la recombinasa A bacteriana altamente
conservado, lo que proporciona eviencia de que esta involucrado también en la defensa
contra infecciones bacterianas (109). No obstante, exite una clara necesidad de definir
ligandos funcionales para KIR2DS4 para comprender completamente su papel en las

enfermedades virales y en la regulacion de las células NK en general (148).

Prosiguiendo con nuestra investigacion, hubo otros hallazgos que sugirieron también la
participacion de posibles neoligandos HLA no conocidos de fKIR2DS4. Al analizar la
expresion de los receptores KIR en las céulas NK de los pacientes con COVID-19, tanto
en presencia como en ausencia de su ligando HLA especifico, se vié que, aungue se
produjo una modulacion a la baja inducida por la interaccién de KIR/ligando HLA para
la mayoria de los subtipos de celulas NK con KIR" tnico, en el caso del subtipo celular
NK con KIR2DS4+ Unico la modulacion a la baja inducida por la expresion constitutiva
normal de cada uno de sus ligandos HLA-I conocidos (HLA-A*11, -C*02, -C*04, -
C*05 y -C*1 6(184)), fue leve y no significativa. Por tanto, esta observacion no
justificaba la fuerte modulacion a la baja de la expresion de KIR2DS4 producida en el
grupo de pacientes con COVID-19 de nuestra muestra vs grupo control. En
consecuencia, este descubrimiento parecia sugerir, nuevamente, que KIR2DS4 cuyos
ligandos estan pobremente definidos, podria interactuar con otros ligandos HLA no

convencionales.
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Para intentar averiguar cual podria ser este posible neoligando de KIR2DS4 en la
COVID-19, recurrimos de nuevo a la literatura y revisamos todas las posibles
publicaciones relacionadas. En 2013, Goodridge et al (219) sugirieron que el antigeno
leucocitario humano F (HLA-F), que se regula al alza en los macréfagos locales durante
las infecciones virales, podria ser un ligando en su conformacién abierta (sin
presentacion peptidica) para KIR2DS4; sin embargo, resultados mas recientes
demuestran que la conformacion abierta HLA-F es un ligando para KIR3DS1 y
KIR3DL2 pero no para KIR2DS4 (147). No obstante, HLA-F tiene dos tipos de
presentaciones que son diferenciadas por los receptores de células NK: la presentacion
libre de péptido (que es el conférmero abierto de HLA-F, que se encuentra vacio) y la
presentacion unida a péptido (en la que puede presentar péptidos de longitud no
convencional dictados por la mutacibn R62W que producen un surco abierto que
acomoda péptidos largos (147). De esta manera, es posible que un péptido de SARS-
CoV-2 presentado en HLA-F pueda formar un neoligando para KIR2DS4, de la misma
manera que HLA-C*05:01 presenta péptidos bacterianos de 9-mer que llevan un
triptéfano en la posicion -8 para convertirse en un ligando de KIR2DS4 (148). Ademas,
sabemos que HLA-F se expresa principalmente en linfocitos y monocitos activados
(220) y, al mismo tiempo, se ha demostrado que los leucocitos predominantes en el
pulmon de pacientes con COVID-19 son macrofagos alveolares que estan fuertemente
activados e incluyen particulas virales dentro de su citoplasma (221). Por lo tanto,
podrian presentar péptidos de SARS-CoV-2 en moléculas HLA-F. Asi mismo, hay
evidencia de que el SARS-CoV-2 induce la expresion de ligandos del receptor de
quimiocinas CXCR3 (CXCL9-11) en el tejido pulmonar (222) y en los macrofagos

(223), lo que facilita el reclutamiento de células NK de la sangre periférica (202); ya
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que el receptor de quimiocinas CXCR3 es expresado por un subconjunto de células NK
efectoras, confiriéndoles la capacidad de migrar a los tejidos periféricos inflamados en
respuesta a las quimiocinas CXCL9-11 (ligandos 9-11 con motivo CXC) (87,89). Por
tanto, en base a lo expuesto hasta ahora, plateamos la hipdtesis de que una vez en el
pulmon, las células NK podrian interactuar a traves de su receptor KIR2DS4
(fFKIR2DS4) con neoligandos, como podria ser la molécula HLA F presentadora de
péptidos de SARS-CoV2, expresados en macrdéfagos activados, como sugiere la
modulacion a la baja de su receptor KIR2DS4; y finalmente, la activacion de este
subgrupo de células NK KIR2DS4 * polifuncionales podria promover un entorno
proinflamatorio que perjudicara la resolucion de la infeccién, como ya sabemos que

ocurre en otras infecciones virales como el VIH, VHC y VHB (158,160,213).

Al continuar con la investigacion de estos posibles neoligandos de KIR2DS4 en la
COVID-19, se estudio el cambio de frecuencia de fKIR2DS4 al estratificar a los
pacientes segun la presencia o no de todos los alotipos HLA-A, -B 0 —C, a parte de con
sus ligandos HLA conocidos hasta el momento, como vimos previamente. Tras ello,
comprobamos que ningun alotipo alterd la frecuencia de fKIR2DS4 observada en el
total de pacientes vs controles, a excepcién de HLA-B*15 (61,7% vs 36,2%, p. <9,5
x10®). Sin embargo, de forma contraria a lo que esperdbamos observar, lo que
encontramos fue que la presencia del HLA-B*15 no se asocio con una frecuencia alta
de fKIR2DS4, sino baja, en los pacientes con COVID-19, inferior a la de los controles
(16,7% frente a 40,9%, p<0,093), lo que nos llevo a investigar las posibles interacciones

de HLA-B*15 con otros KIR para comprender por qué podria estar sucediendo esto.

Para ello, se evaluo la frecuencia de cada gen KIR de forma individual, junto con la
frecuencia de las regiones centroméricas (AA-Cent y Bx-Cent) y telomericas (AA-Tel y

Bx-Tel) de los genotipos AA y Bx en pacientes y controles HLA-B*15 positivos y
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negativos. Recordemos que los genotipos KIR se agrupaban en AA si contienen sélo
genes del haplotipo-A canonico (KIR3DL3, 2DL3, 2DL1, 2DL4, 3DL1, 2DS4 y 3DL2)
0 en Bx si contienen cualquier otro; y que todos los haplotipos KIR contienen una
region centromérica y otra telomérica (176). De esta forma, encontramos una asociacion
especifica con frecuencias mucho mas altas de KIR B-telomericos (KIR2DL5,
KIR2DS5, KIR3DS1 y KIR2DS1) y del genotipo Bx telomérico en pacientes HLA-
B*15 positivos respecto a los controles HLA*B15 positivos; la cual, no se observo, en
pacientes y controles HLA-B*15 negativos. Esta asociacion especifica se mantuvo, al
profundizar en nuestro analisis, unicamente para el subtipo HLA-B*15:01, pero no para
otros subtipos HLA-B*15 (HLA-B*15:03, HLAB*15:04, HLA-B*15:17, HLA-
B*15:18, HLA-B*15:24), el cual continud asociandose significativamente respecto al
grupo control con frecuencias mas altas de los KIR B-telémericos activadores KIR2DS1
(90,9% vs 27,3%), KIR3DS1 (90,9% vs 22,7%) y KIR2DS5 (81,8% Vs 22,7%). Por
tanto, esto nos sugirio fuertemente la aparicion de un segundo neoligando, en este caso
HLA-B*15:01, que al presentar un péptido SARS-CoV-2 podria ser reconocido por

cualquiera de estos tres KIR activadores B-telomericos.

Para estimar cudl de los receptores KIR activadores B-telomericos mas fuertemente
asociados con el subtipo HLA-B*15:01 en el analisis previo (KIR2DS1 y KIR3DS1)
era el que tenia méas probabilidades de interactuar realmente con este alotipo HLA en
pacientes con COVID19, ampliamos nuestro analisis a través de un enfoque
computacional. Se calculé una puntuacion de afinidad para cada par HLA-KIR
(planteandolo como un problema de alineacion de secuencias por pares, que determina
si una secuencia de nucleotidos o amino&cidos esta relacionada con otra); teniendo en

cuenta, a su vez, las variaciones de afinidad obtenidas al presentar cada par HLA-KIR
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diferentes posibles péptidos de 9 unidades del SARS-CoV2 (ya que, si recordamos, la
longitud de los péptidos que se unen a HLA de clase | oscila entre 8 y 11 aminoacidos,
siendo preferentes los de 9 aminoéacidos). Estos resultados se predijeron mediante el
servidor NetMHCpan-4.1, usando la secuencia de referencia del proteoma completo
Wuhan-Hu-2019 (GISAID ID: EPI_ISL_402125)] (rango percentil <0,05 o puntuacién
>0,8). De esta forma, se constato que el receptor KIR3DS1, obtuvo la puntuacién mas
alta de interaccion con HLA-B*15:01 presentador de péptidos de SARS-CoV2 vs otros
subtipo HLA-B*15 (p<0,05), encontrandose dicha puntuacion, ademas, dentro del
rango de la de su ligando habitual el epito Bw4 de HLA de clase-I (180). En contraste
con la puntuacion de interaccion mucho mas baja obtenida por KIR2DS1 (p<0,0001).
Como conclusion, este descubrimiento apoyd la hipétesis de que KIR3DS1 es el

receptor mas probable de HLA-B*15:01 en pacientes con COVID-19.

Al plantearnos la transcedencia clinica de este nuevo hallazgo, nos preguntamos la
posible relacion de la interaccion KIR3DS1-HLA-B*15:01 con el perfil de gravedad de
los pacientes con la COVID-19. Asi, en nuestro trabajo observamos que el genotipo
telomérico Bx (que contiene el gen de KIR3DS1) fue méas frecuente en aquellos
pacientes HLA-B*15:01 que no requirieron VMI (84,6% vs 15,4%, p=0,09), por lo que
se asocid con COVID-19 maés leve (COVID moderado/leve); lo que, a su vez, es
concordante con que la frecuencia de fKIR2DS4 A-telomérico (que ya hemos visto
previamente, se asocia con enfermedad grave) disminuyera en estos pacientes. Ademas,
este ultimo hallazgo ayudaria a explicar los resultados de nuestro estudio, previamente
mencionados, en los que observamos que los pacientes latinoamericanos presentaron un
curso de la enfermedad COVID-19 maés leve respecto a los caucasicos (13,3% vs 4,1%),
ya que, ademas de su menor edad (52,9 vs 58,7 afios), se observé una mayor frecuencia

del alotipo HLA-B*15:01 en este grupo étnico.
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Como conclusion final, los resultados de nuestra investigacion muestran que los
receptores KIR activadores teloméricos se asocian a distintos perfiles de gravedad en la
COVID-19. En concreto, encontramos que fTKIR2DS4, por si mismo, se asocia con la
evolucion a COVID-19 grave; mientras que, por su parte, KIR3DS1, en presencia de

HLA-B*15:01, se asocia con una forma clinica leve/moderada de la enfermedad.

Estos resultados apoyan, por tanto, un papel decisivo de las células NK en la
patogénesis y la variabilidad clinica de la COVID-19, que podrian estar apuntando a
dianas moleculares utiles para el desarrollo de tratamientos especificos contra la
enfermedad. Al mismo tiempo, podrian ser valiosos para aumentar la capacidad
predectiva de la evolucion a la COVID-19 grave (con requerimiento de VMI) en fases
tempranas de la enfermedad a través de la realizacién de métodos rapidos, tales como:
la citometria de flujo, la cual ofrece resultados en menos de 30 minutos, o las pruebas

de confirmacion genética, que pueden realizarse en 3 horas.

Ademas, a largo plazo, nuestros hallazgos podrian ser Utiles en la preparacion de
medicamentos y vacunas de amplio espectro frente a nuevas viriasis emergentes
causantes de futuras epidemias o pandemias. En los ultimos 14 afios, antes de la
pandemia por SARS-CoV2, han ocurrido 11 epidemias o pandemias de importancia, y
con excepcion de dos epidemias de colera en Zimbabue y en Haiti, todas las demas han
sido causadas por virus. La COVID-19 es la sexta pandemia global desde la pandemia
de la gripe en 1918, y pesar de que su efecto devastador nos pueda hacer pensar que es
una tragedia aislada y Unica, la prevalencia de enfermedades infecciosas eleva el riesgo
de que volvamos a enfrentarnos a un evento similar en el futuro préximo, para el cual

debemos estar preparados.
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Entre las principales limitaciones de nuestro estudio encontramos, en primer lugar, el
numero limitado de pacientes, que puede no garantizar la distribucion representativa de
la poblacion y, por tanto, puede dificultar el encontrar relaciones significativas entre las
variables. Por otro lado, la recopilacion de los datos clinicos y analiticos de nuestra
muestra a través de un estudio multicentrico con participacion de pacientes de diferentes
Comunidades Autonomas dificultd la disponibilidad de todas las variables requeridas,
existiendo discordancia entre algunas de ellas. Asi mismo, fue también una dificultad
practica afiadida en nuestra investigacion: 1) la necesidad de disponer de una muestra de
pacientes con antecedente de infeccion aguda por SARS-CoV2 en un periodo de tiempo
similar tras el alta de hospitalizacién, todo ello, con el fin de asegurar la homogeneidad
de los andlisis y poder comparar los resultados; asi como 2) la premura requerida en la
inclusion de los pacientes de nuestro trabajo, dada la acelerada evolucion de la
pandemia con aparicion de nuevas variantes que podian afectar igualmente a la
comparabilidad de los resultados analizados en caso de haberse demorado. Todo ello,
limitd el tiempo disponible para explorar el tema de investigacion y controlar los
cambios producidos. Por su parte, desde el punto de vista inmunoldgico también debe
tenerse en cuenta la ausencia de estudios funcionales como una posible limitacién a la
hora de darle validez a nuestros resultados. Por consiguiente, para superar todas estas
limitaciones seria necesario realizar mas investigaciones que confirmen de manera
consistente la interaccion de KIR2DS4/HLA-F y KIR3DS1/HLA-B*15:01 presentando

péptidos SARS-CoV-2.
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CONCLUSIONES

1. Los analisis de nuestro estudio confirman la existencia de factores demograficos
(etnia, IMC>25) y clinicos (hipertension arterial, dislipemia y enfermedad
cardiovascular) con valor pronostico en la COVID-19 grave, que se asocian a un
perfil analitico generado como consecuencia de la disregulacion inmunitaria propia
de esta etapa de la enfermedad, y que se caracteriza por una notoria elevacion de
marcadores inflamatorios, entre los que se incluyen: LDH, ferritina, dimero D, PCR,
VSG o fibrindgeno, junto con valores ligeramente altos de enzimas hepaticas y de

triacilglicéridos.

2. lgualmente, nuestros resultados sugieren que la variabilidad clinica de la
enfermedad secundaria a la infeccion por SARS-CoV2 puede estar relacionada con
los receptores activadores teloméricos KIR3DS1 y fKIR2DS4 de las células NK, de
modo que al interactuar con sus correspondientes “neoligandos” especificos
influyan de manera diferencial en el desarrollo de un curso evolutivo leve/moderado

vs grave de la COVID-19, respectivamente.

3. En base a los datos de nuestro trabajo y de la literatura publicada hasta la fecha, se
plantea como posibles neoligandos de estos KIR activadores teloméricos de las NK
a las moléculas HLA de clase-l1 presentando péptidos de SARS-CoV2; sugiriendo
como opciones mas probables la molécula clasica HLA-B*15:01 para KIR3DS1 y la
molécula no clasica HLA-F expresada por células presentadoras de antigeno
pulmonares infectadas o activadas para fKIR2DS4, lo que debera confirmarse en

futuros estudios de forma mas consistente.
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4. Como conclusion final, los hallazgos de nuestra investigacion aportan una
herramienta adicional con posible utilidad en el diagnostico precoz de los casos de
mayor riesgo de evolucion a una forma grave de la COVID-19, para poder
anticiparnos con tratamientos con impacto pronéstico en morbilidad y mortalidad. A
largo plazo, ademas, nuestro descubrimiento podria ayudar en la preparacion de
medicamentos y vacunas de amplio espectro frente a las viriasis emergentes, que

han sido y pueden ser el origen de futuras epidemias y pandemias.
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APENDICE

1. ANEXO 1. HOJA DE INFORMACION AL PACIENTE

HOJA DE INFORMACION PARA LA OBTENCION DE MUESTRAS
BIOLOGICAS DEL PACIENTE EN EL PROYECTO DE INVESTIGACION
DENOMINADO “PAPEL DE LAS CELULAS NK EN LA SUSCEPTIBILIDAD
Y EL PRONOSTICO DE LA INFECCION POR SARS-CoV2 (COVID19)”

En esta hoja se resume la informacion que Ud. debe conocer para decidir libremente su
participacion en este estudio clinico que tiene como promotor al INSTITUTO
MURCIANO DE INVESTIGACION BIOMEDICA (IMIB). Témese el tiempo
necesario para decidir, consulte a personas de su confianza, pregunte cuanto sea
necesario. Los estudios clinicos son estudios cientificos en los cuales las personas
ayudan a los médicos a encontrar maneras de mejorar la salud y la atencién médica.

¢ Cual es el objetivo del estudio?

Las células asesinas naturales (NK) juegan un papel critico en la defensa del huésped
contra las infecciones virales. Los factores genéticos del huésped como las moléculas de
HLA vy los receptores KIR de las células NK contribuyen de forma primordial a la
variacion interindividual observada en respuesta a la infeccion por diferentes virus y
estan vinculados a la resistencia a la infeccion. Creemos que el perfil genético del
paciente, y en particular el de las interacciones KIR/HLA-I, puede condicionar la
respuesta inmunitaria y con ello la susceptibilidad y la evolucion de la infeccion
por SARS-CoV2.Los resultados de este estudio contribuirian a optimizar los recursos
sanitarios y evitar el colapso al facilitar: 1) acentuar los esfuerzos de proteccion en
personas mas susceptibles (profesionales sanitarios, fuerzas del orden, familiares de
enfermos,etc); y 2) anticipar terapias anti-virales y anti-inflamatorias a la aparicién de
la sintomatologia méas grave en enfermos susceptibles.

Se solicita su participacién en este Proyecto de Investigacion, cuyo objetivo
pretendeevaluar el valor predictivo y el papel que juegan las células NK en la
susceptibilidad y la severidad de la enfermedad por SARS-CoV2 (COVID19), mediante
el analisis de las interacciones KIR/HLA-I que regulan la funcion de las células NK, en
pacientes con grados leves y graves de la enfermedad y en controles sanos.

Sus muestras se utilizaran para realizar estudios para evaluar el empeoramiento clinico
de esta enfermedad. Recogeremos ademas los datos sobre sus antecedentes clinicos,
sintomas, tratamientos y evolucion. Esta informacion se recogera de su historia clinica.
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Es posible que de su participacion en este estudio no obtenga un beneficio directo. Sin
embargo, la caracterizacion de los procesos y marcadores relacionados con esta
enfermedad podrian beneficiar en un futuro a otros pacientes que la padecen y podria
contribuir a un mejor conocimiento de esta enfermedad, fundamentalmente en cuanto a
complicaciones respiratorias, y puede contribuir al disefio en un futuro de tratamientos
individualizados en funcién del perfil de los enfermos.

Este estudio se realizard en la Seccion de Enfermedades Infecciosas del Hospital
General Universitario Reina Sofia, del Hospital Universitario Morales Meseguer y en el
Servicio de Inmunologia del Hospital Virgen de la Arrixaca.

¢ QUE riesgos puedo correr?

Los posibles inconvenientes vinculados con la donacién y obtencion de la muestra (solo
si existe alguno, incluida la posibilidad de ser contactado con posterioridad con el fin de
recabar nuevos datos u obtener otras muestras) son minimos. En el momento de la
extraccion puede notar algo de dolor pero que después no le tiene que producir ninguna
molestia. En la zona donde se le ha realizado la prueba, puede guedar una equimosis 0
moraton pasajero. En cualquier caso, intentaremos aprovechar el momento en que a
usted le hagan otras extracciones sanguineas dentro de la practica clinica habitual,
necesarias para el correcto tratamiento de la patologia que padece. Adicionalmente,
existe la posibilidad de que se le contacte con posterioridad, con el fin de recabar
nuevos datos u obtener otras muestras.

Objetivos de la donacion

Para poder llevar a cabo este estudio se precisa recoger datos clinicos y muestras
bioldgicas de los pacientes a fin de analizarlos y obtener conclusiones, estudiando
determinadas variantes genéticas y caracteristicas bioldgicas especificas. Por ello le
solicitamos que, de forma totalmente altruista, acceda a la recogida de una muestra
bioldgica en el manejo médico habitual de su enfermedad o especificamente para su
participacion en el Estudio que se especifica arriba, con el fin de ser utilizadas en
estudios genéticos y de investigacion.

Al tratarse de material genético, nos ajustaremos a lo requerido en la Ley 14/2007 de
Investigacion Biomédica, asi, aunque la prueba es especifica, se pueden obtener datos
relativos a su salud, derivados de los analisis que se realice. Es posible que como
resultado de las investigaciones realizadas con las muestras almacenadas se obtenga
informacion de especial relevancia para su salud. Usted tiene el derecho de conocer los
resultados que se obtengan a partir de los andlisis de las muestras donadas, en el
momento en que lo solicite, incluso aunque no fueran relevantes para su salud o el
tratamiento de su enfermedad. Usted tendrd la facultad de tomar una posicién con
relacién a la comunicacion de la informacion extraida de estos estudios, y derecho a
conocer los resultados genéticos individuales confirmados que se obtengan a partir del
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analisis de las muestras donadas y las repercusiones clinicas conocidas que ello
conlleva.

Aunque la prueba es especifica para el estudio de la condicion antes mencionada, y el
analisis por lo general dard una informacion precisa, varias fuentes de errores son
posibles. Estas son, entre otras, diagnostico clinico erréneo de la condicion,
identificacion erronea de la muestra o contaminacion de la muestra.

Autorizacion para guardar muestras bioldgicas

En el protocolo se contempla el almacenamiento de la muestra en una coleccion de
ADN/ARN Yy de suero, asi como una muestra de suero y plasma, para futuros estudios
en relacion con su proceso. Si Ud. nos autoriza, los investigadores guardaremos parte de
la muestra biol6gica para estudios futuros, por lo que se le solicita por tanto ademas
consentimiento para dicho almacenamiento. Las muestras derivadas de este estudio se
almacenaran en el Hospital General Universitario Reina Sofiade Murcia por un plazo
méaximo de 10 afios. El acceso a las muestras solo podra realizarse bajo la conformidad
de los investigadores principales de este proyecto. Cualquier analisis o cesion de
muestras a terceros se realizara bajo la aceptacion, mediante documento escrito, del
investigador responsable de custodiar las muestras, pudiéndose obtener toda la
informacion del voluntario exceptuando cualquier dato que pudiera identificarlo. Si
usted revoca su consentimiento al empleo de las muestras biologicas que de él se hayan
derivado, éstas seran destruidas. En caso de realizarse futuros estudios, estos se
presentaran al Comité de Etica e Investigacion Clinica, para su valoracion y aprobacion
si procede. Usted sera informado de la realizacion de dichos estudios. La donacién no
impedird que usted o sus familiares puedan usar las muestras cedidas cuando sea
necesario por motivos de salud siempre y cuando estén disponibles.

Acceso a la informacion obtenida

El tratamiento, la comunicacion y la cesion de los datos de carécter personal de todos
los sujetos participantes, se rige por lo dispuesto en la Ley Organica 15/1999, de 13 de
diciembre de proteccién de datos de caracter personal, el Real Decreto 1720/2007, de 21
de diciembre, por el que se aprueba el Reglamento de desarrollo de la citada Ley
Organica 15/1999, y la Ley 41/2002, de 14 de noviembre, basica reguladora de la
Autonomia del Paciente y de Derechos y Obligaciones en materia de informacion y
documentacién clinica.

Los datos recogidos para el estudio estaran identificados mediante un cédigo y sélo su
médico del estudio o colaboradores del personal sanitario podran relacionar dichos
datos con usted y con su historia clinica. Por lo tanto, su identidad no sera revelada a
persona alguna salvo excepciones, en caso de urgencia médica o requerimiento legal.
En el caso de que se produzca cesion de algun dato, serd para los mismos fines del
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estudio descrito y garantizando la confidencialidad y, como minimo, con el nivel de
proteccion equivalente al que contempla la legislacion vigente en nuestro pais.

El acceso a su informacidon personal quedard restringido al médico del estudio,
colaboradores, autoridades sanitarias (Agencia Espafiola del Medicamento y Productos
Sanitarios), al Comité Etico de Investigacion Clinica y personal autorizado por el
promotor, cuando lo precisen para comprobar los datos y procedimientos del estudio,
pero siempre manteniendo la confidencialidad de los mismos de acuerdo a la legislacién
referida anteriormente. El acceso a su historia clinica serd solo para los fines del
estudio.

El Promotor del presente Ensayo/Estudio es el Instituto Murciano de Investigacion
Biomédica (IMIB). Usted puede ejercer el derecho de acceso, rectificacion y
cancelacién como se establece en la Ley, dirigiéndose al investigador el cual se pondra
en contacto con el promotor, como responsable del fichero de datos y propietario de la
base de datos. EI IMIB como promotor de este proyecto, se compromete a publicar los
resultados finales del estudio

¢ Tengo que participar? ¢Qué ocurre si cambio de opinion a lo largo del estudio?

Es usted libre para decidir si quiere participar o no en el estudio asi como para dejar de
hacerlo en cualquier momento. Si finalmente decide no participar o dejar de hacerlo, su
decision no le supondra ningun perjuicio en sus cuidados médicos.

Tenga también en cuenta que no recibird ninguna compensacion econémica por su
participacién en el estudio.

También debe saber que este estudio ha sido previamente aprobado por las autoridades
sanitarias competentes asi como por el Comité Etico de Investigacion Clinica que
evalla los estudios clinicos en este centro sanitario.

Puede solicitar la revocacion del consentimiento incluida la posibilidad de la
destruccidn de las muestras.

Una vez leida esta hoja, si decide participar en el estudio firme por favor la hoja de
consentimiento informado escrito que su medico le entregara.
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2. ANEXO 2. CONSENTIMIENTO INFORMADO

Titulo de Estudio: Papel de las células NK en la susceptibilidad y el pronéstico de la
infeccién por SARS-CoV2 (COVID19).

Cadigo del Estudio: NK-Covid19

Nombre y apellidos del paciente:

Firma
| D74 D) 1 - KOTSRS SUURRRUURURRRNt

He leido la hoja de informacion que se me ha entregado
He podido hacer preguntas sobre el estudio
He recibido suficiente informacion sobre el estudio
He hablado con:
DT e
Comprendo que mi participacion es voluntaria.
Comprendo que puedo retirarme del estudio:
1. Cuando quiera

2. Sin tener que dar explicaciones
3. Sin que esto repercuta en mis cuidados médicos

Presto libremente mi conformidad para participar en el estudio y doy mi consentimiento

para el acceso y utilizacion de mis datos en las condiciones detalladas en la hoja de

informacion.

Accedo a que las muestras biologicas obtenidas durante el estudio puedan ser utilizadas
para investigacion. Formaran parte de una coleccién de muestras bioldgicas, con N° de
registro C.0001473 en el ISCIII (Instituto de Salud Carlos Ill, Ministerio de Sanidad),
de la que es responsable el Dr. Alfredo Minguela, del Servicio de Inmunologia.
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st d

Firma del testigo

NO O

Firma del Investigador
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3. ANEXO 3. VOLANTE DE EXTRACCION/PETICION DE MUESTRA DE SANGRE
PERIFERICA PARA EL ANALISIS DE NK EN LA UNIDAD DE CITOMETRIA E

INMUNOLOGIA TUMORAL

VOLANTE DE PETICION

Pacientes a incluir en el provecto de investigacion ISCin-Covidl 9

Papel de las células NK en la susceptibilidad y el pronéstico de la infecciéon por
SARS-CoV2 (COVID19).

Fecha: /20 .
Procedencia:

Hosp:

Muesiras de sangre a extraer

1-tubo con 10ml tubo de serologia (Seco, tapon rojo).

2-tubos 3ml tubo de hemograma (EDTA, tapon lila): agitar.

Remitiren un sobre cerrado, indicando en el exterior
“Citometria — Dr. Minguela”

Remitir los tubos directamente al:
Servicio de Inmunologia
Unidad de Citometria e Inmunologia Tumoral

A la atencion del Dr. Alfredo Minguela
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4. ANEXO 4. HOJA DE RECOGIDA DE DATOS DEL PACIENTE

PEGATINA DEL PACIENTE: FILIACION

INFORMACION GENERAL

Nombre del Hospital

Fecha recogida datos

(NHC)

Numero de Historia Clinica

Fecha de nacimiento

Sexo

0 HOMBRE O MUJER

Ingreso en el Hospital

O SI O NO

Fecha ingreso hospital

COMORSBIDITY (PRESENT IN THE MEDICAL RECORD)

Fecha comienzo

sintomas

Fumador OO0 SIONO ON/A Bebedor OO SI O NO O N/A
Hipertension OO0 SIONO ON/A VIH OO SI O NO O N/A
Enfermedad coronaria | O SI OO NO O N/A Asma O SI O NO O N/A

Insuficiencia cardiaca

O SIONO ON/A

Cancer soélido

O SIONO ON/A

Enf cerebrovascular

O SIONO ON/A

Cancer hematol6gico

O SIONO ON/A

Diabetes

O SIONO O N/A

Insuf Renal Croénica
(GFR<60)

O SIONO O N/A

EPOC/Neumopatia

O SIONO O N/A

Enf hepatica

O SIONO O N/A

Obesidad (BMI > 30)

O SIONO ON/A

Enfermedad inflamatoria

O SIONO ON/A

Inmunosupresion

O SIONO ON/A

Dementia

O SIONO ON/A

MEDICACION CONCOMITANTE

IECAS O SI O NO O N/A Corticoides sistméticos O SI O NO O N/A
ARA I O SIONO O N/A Estatinas O SIONO O N/A
AAS O SI O NO O N/A Inmunosupresores O SI O NO O N/A
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SIGNOS Y SINTOMAS

Fiebre O SI O NO O N/A Mialgia/artralgia O SI O NO O N/A
Malestar O SI OO NO O N/A Cefalea O SI O NO O N/A
Sintomas
respiratorios O SIONO ON/A Alteracion conciencia | O SI O NO O N/A
superiors
Disnea O SI OO NO O N/A Convulsiones O SI 0O NO O N/A
Dolor toréacico O SI O NO O N/A Dolor abdominal O SI 0O NO O N/A
Tos O SI O NO O N/A Nausea/vomitos O SI1 0O NO O N/A
Esputo O SIONO O N/A Diarrea O SIONO O N/A
Hemoptisis O SI O NO O N/A Anosmia O SI 0O NO O N/A
Disgeusia O SIONO O N/A

GRAVEDAD A LA ADMISION EN EL HOSPITAL SI HOSPITALIZADO

CURB-65 Tensién arterial  sistolica,
mmHg

SOFA Tension arterial diastolica,
mmHg

PaO2/FIO2

RESULTADOS DE LABORATORIO EN EL MOMENTO DE LA EXTRACCION DE LA

ANALITICA
Prueba VALOR Prueba Valor
- Ac. Anti-Cardiolipinas - lgA sérica
(IgM)
- Ac. Anti-DNA - IgG sérica
Cuantitativo 19G
- Ac. Anti-Nucleares - IgM sérica
- Albumina - LDH
- CPK - POTASIO (suero)
- Anticoagulante lapico - Proteina C
Reactiva

- Bilirrubina total

- Proteinas totales

- Calcio - PROTEINOGRAMA

- Fosforo - PTTA ratio

- Colesterol - SODIO (suero)

- Creatinina - T. Protrombina
(Actividad)

- Triglicéridos -C3

- Urea -C4

- Factor Reumatoide - Dimero D

- Ferritina

- Interleucina 6
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- Fibrinégeno derivado

- Serologia SARS

CoV2 IgG

- Fosfatasa alcalina - Serologia SARS
CoV2igM

- Glucosa - Serologia VIH

- GOT Serologia VHC

-GPT Serologia VHB

- Grupo sanguineo ABO

- HDL_SUERO

- Hemograma

- Hierro

Radiografia de torax

Infiltrados presentes al comienzo de la

sintomatologia o ingreso

O SIONO O N/A

Si si, indicar el tipo

O Unilateral unilobar

multilobar / O Bilateral

/

O Unilateral

Empeoramiento durante el seguimiento

O SIONO ON/A

Si empeoramiento

Indicar dia cuando
empeoro:

Infiltrados presentes en el momento de la

visita actual

O SIONO ON/A

SITUACION CLINICA DE ACUERDO CON LA ESCALA DE 6 CATEGORIAS DURANTE EL

INGRESO (S| INGRESA) (PEOR SITUACION ALCANZADA)

No ingreso

Ingreso con O2 ambiente

Ingreso con O2 de bajo flujo

Ingreso con ventilacién no invasive u oxigenoterapia de alto flujo

Ingreso con ventilacién invasive

OO B|W[N| -

Muerte

o|loo|oo|ol8

TRATAMIENTO DE SOPORTE EN CUALQUIER MOMENTO DURANTE LA ADMINISION

4 Universidad de Murcia
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02 (nasal, mascarilla, | O SI O NO
reservorio)
BiPAP, CPAP, OCNAF O SIONO
Ingreso en UCI 0 SI O NO Fecha:
Ventilacién mecancia 0 SI O NO Fecha:
Inotropos/vasopresores 0O SIONO
Soporte extracorporeo (ECMO) | O SI O NO
Dialisis o sustitucién renal O SI ONO
COMPLICACIONES DURANTE EL INGRESO
SINDROME DISTRES O SIONO Fecha:
RESPIRATORIO AGUDO (SDRA)*
Leve SDRA O
Moderado SDRA O
Severo SDRA O
Trombosis venosa profunda OO SI O NO Fecha:
Tromboembolismo pulmonary O SI O NO Fecha:
Arritmias OO SI O NO Fecha:
Isquemia cardiac O SI O NO Fecha:
Insuficiencia cardiaca O SI ONO Fecha:
Miocarditis O SI O NO Fecha:
Pericarditis OO SI O NO Fecha:
Endocarditis O SI O NO Fecha:
Neumonia bacteriana OO SI O NO Fecha:
Bacteriemia O SI O NO Fecha:
Neumotorax O Sl ONO Fecha:
Meningitis / Encefalitis O SI O NO Fecha:
Epilepsia OO SI O NO Fecha:
Guillain-Barré O SI O NO Fecha:
Coagulacién intravascular O SI ONO Fecha:
diseminada
Rabdomiolosis O SI O NO Fecha:
Insuficiencia renal aguda O SI O NO Fecha:
Pancreatitis O SI ONO Fecha:
Disfunciéon hepatica O SI O NO Fecha:
Other specify: O Sl O NO Fecha:

*SDRA: se define como el inicio agudo o empeoramiento de los sintomas respiratorios con
hipoxemia y opacidades bilaterales en la radiografia de térax que no se explica completamente
por insuficiencia cardiaca o sobrecarga de liquidos. Clasificacion segun pO2 / FiO2: Leve: 200-
300, Moderado: 100-200, Severo: <100

AGENTES VIRALES CONTRA COVID-19

Medic Uso Dosis Primer Ultimo dia | Efecto Describe
acion diauso uso adverso efecto

adverso
LPVIr 0 SI O NO 0 SIONO
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DRV/r O SIONO O SIONO

IFN-B O SI O NO O SI O NO

H-CQ O SIONO O SIONO

AZM O SI O NO O SI O NO

RDS O SIONO O SIONO
LPV/r, lopinavir/ritonavir; DRV/r, darunavir/ritonavir; IFN-B, beta-interferon; H-CQ,
hydroxychloroquine; AZM, azithromycin; RDS, remdesivir
MEDICACION ANTIINFLAMATORIA

Medicacion Uso Dosis Fecha Fecha Dias

diaria primera altima totales
dosis dosis

Metilprednisolona O SIONO

Dexametasonal O SIONO

Tocilizumab O SIONO

Cyclosporine A O SIONO

Anakinra O SIONO

Heparina de bajo | O SIONO

peso

Other (specify)

O SIONO
O SIONO

EVOLUCION
Dia del alta (si hospitalizado)
O Vivo | Sivivo
Dia del Gltimo contacto
. Si Fecha muerte
Muerte | muerte

NO

PCR for SARS-CoV-2 NEGATIVA CONFIRMADA O SI O

Si negativa poner fecha =

RESUMEN DE LA EVOLUCION CLINICA CON COVID-19

Sindrome Definicion

Leve O | Infeccidn respiratoria sin neumonia

Moderado O | Neumonia no complicada

Severa O | cursa con disnea, taquipnea (>30 RPM), saturacion de
oxigeno <93%, Pa02/FiO2 ratio <300 y/o infiltrados
pulmonares en >

Critica O | cursa con fallo respiratorio, shock séptico, y/o fallo/disfuncién
multiorganica.

4 Universidad de Murcia
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5. ANEXO 5. DICTAMEN DEL COMITE DE ETICA DE LA INVESTIGACION

mg?cigm (?:')

OSPTTAL GENERAL UNVERSITARIO

L4 5% 1Y

DICTAMEN
DEL COMITE DE ETICA DE LA INVESTIGACION
DEL HOSPITAL GENERAL UNIVERSITARIO REINA SOFiA
AREA DE SALUD VII DE MURCIA

Da Inmaculada Sellés Navarro, presidenta del Comité de Etica de la Investigacion del Hospital
General Universitario Reina Sofia, Area de Salud VII, Murcia Este, le notifica que en la sesion
extraordinaria celebrada el 11/05/2020, en Comision Permanente, se examind la propuesta para
que se lleve a cabo en este ambito el proyecto: “PAPEL DE LAS CELULAS NK EN LA
SUSCEPTIBILIDAD Y EL PRONOSTICO DE LA INFECCION POR SARS-CoV2 (COVID19)”",
que realizara como investigador principal el Dr. Enrique Bernal Morell.

Que en esta reunidn los miembros del CEI presentes que figuran en el Anexo Iy se cumplieron
los requisitos establecidos en la legislacion vigente R.D. 1090/2015, y que el CEI, tanto en su
composicion como en sus procedimientos, cumple con las normas BCP (CPMP/ICH/135/95), que
regulan su funcionamiento.

Se considera que:

o El estudio cumple con los principios y garantias de la Ley de Investigacion Biomédica
14/2007, de 3 de julio, y su realizacion es pertinente.

o Elseguro o la garantia financiera previstos son adecuados.

o Se cumplen los requisitos de idoneidad del protocolo en relacion con los objetivos del
estudio y estan justificados los riesgos y molestias previsibles para el sujeto, teniendo
en cuenta los beneficios esperados.

o El procedimiento para obtener el consentimiento informado de los pacientes es
adecuado, incluyendo el modelo empleado para dicho documento y para la hoja de
informacion a los mismos.

o El plan de reclutamiento de sujetos previsto es adecuado, asi como las
compensaciones previstas para los sujetos por dafios que pudieran derivarse de su
participacion en el estudio.

o La capacidad del investigador, las instalaciones y medios disponibles son apropiados
para llevar a cabo el estudio.

o El alcance de las compensaciones economicas previstas no interfiere con el respeto a

los postulados éticos.

Por lo que este Comité emite Dictamen Favorable. Para la realizacion de dicho estudio es

indispensable obtener la aprobacion de la Direccion Médica de este Hospital.

Universidad de Murcia
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