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PRESENTACION

El sistema inmunitario desempeiia un papel fundamental en el trasplante de 6rgano sélido. Los
complejos mecanismos de inmunidad, que en circunstancias normales trabajan para identificar
microbios extraios y dirigir el sistema inmune para destruirlos, representan una barrera significativa
para el trasplante exitoso. El reconocimiento directo de los aloantigenos del donante por las células
T del receptor provoca la estimulacion y activacidon de las células T dando lugar al proceso de

rechazo al injerto.

Para reducir el riesgo de rechazo del trasplante, los pacientes son tratados con medicamentos
inmunosupresores que se administran en dos fases; una fase inicial de induccién que implica una
dosis alta, y una fase posterior de mantenimiento que implica el uso del medicamento a largo plazo

en una dosis mas baja que amortiguan la respuesta inmunitaria

Uno de los principales efectos de la inmunosupresién es la susceptibilidad a una infeccidn
oportunista en los pacientes trasplantados. La IgG es considerada como un biomarcador, dado que
la hipogammaglobulinemia IgG se asocia con un incremento de la tasa de infecciones comparando
con los receptores sin hipogammaglobulinemia (15 vs 5 %). No obstante, el rechazo del injerto per

se aumenta las probabilidades de infeccion.'*

Durante la ultima década, la aplicacion clinica de las células mesenquimales como terapia celular
innovadora en el trasplante de érganos sdélidos estd enfocada principalmente en las expectativas
de la prevencion o tratamiento del rechazo agudo o la fibrosis intersticial y la atrofia tubular, la
induccion de tolerancia al injerto a largo plazo y la minimizacion de los efectos adversos de los

farmacos inmunosupresores.#

Varios estudios preclinicos han sido publicados, especialmente aquellos que incluyen la
demostracion de la capacidad de las células mesenquimales para inhibir la proliferaciéon
de las células T desencadenada por estimulos alogénicos, mitogénicos o antigenos. Sin

embargo, el impacto relativo de las células mesenquimales sobre las células T memoria y
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efectoras pre-activadas en comparacién con las células T ndive, ademas de la duracién de la

inmunomodulacidn, se entienden de forma incompleta.*®

En una primera parte, la tesis presentada evalua a la terapia de gammaglobulina con factor protec-
tor frente a las infecciones en una cohorte, la mortalidad en otra de pacientes post trasplantados
de drgano solido que presentaron hipogammaglobulinemia e infeccién severa, asimismo demos-

trar la seguridad y eficacia del tratamiento se realizé un ensayo clinico.

En el contexto de la pandemia, los pacientes hospitalizados COVID-19 severos y criticos, segun
los estudios publicados presentan una alteracién de la respuesta inmune como la activacién de la
célula T frente a los antigenos del SARS-CoV-2 que genera un ambiente celular pro-inflamatorio
causando el deterioro del paciente con alto riesgo de mortalidad sobre todo en pacientes con
comorbilidades. Aunque la correlacidn de proteccidn no estd bien definida alin, los estudios sugieren
que los pacientes recuperados de COVID-19 pueden presentar memoria T. En una segunda parte
de la tesis se evalla in-vitro la capacidad inmunomoduladora de las células mesenquimales frente
a las células T antigeno-especificas del SARS-CoV-2 pre estimuladas de pacientes recuperados de
COVID-19.

La presente tesis doctoral comprende 2 partes que se detallan a continuacién:

Parte |

1. Estudio de la tasa de muerte en una cohorte retrospectiva de pacientes post-trasplantados

cardiacos con infeccidn severa e hipogammaglobulinemia que reciben GGIV.

2. Estudio de la frecuencia de re-infecciones en pacientes post-trasplantados de drgano sdlido
con infeccidn severa e hipogammaglobulinemia que reciben GGIV.

3. Ensayo clinico multicéntrico titulado: “Evaluacion de la eficacia y toxicidad del uso de gam-
maglobulina intravenosa en el tratamiento de infecciones en pacientes con hipogammaglo-
bulinemia IgG post-trasplante de érgano sélido”

Parte Il

1. Evaluacion de la funcidn inmunomoduladora in-vitro de las células mesenquimales de pla-
centa humana frente a la respuesta celular T frente a antigenos virales de los pacientes
recuperados de COVID-19 severo y critico.
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RESUMEN

INTRODUCCION

PARTE 1

Las infecciones se mantienen como una causa relevante de morbilidad y de un incremento de cos-
tos tras un trasplante de érgano sélido (TOS). La inmunodeficiencia secundaria de anticuerpos, de-
finida como hipogammaglobulinemia IgG (HGG) se ha vinculado a un riesgo elevado de desarrollar

infecciones severas en esta condicion clinica.

PARTE 2

A la fecha, 15 de noviembre del 2021, se han realizado numerosas investigaciones intensivas y
ensayos clinicos, sin embargo, no se ha encontrado un tratamiento eficaz para pacientes con la
enfermedad por coronavirus (COVID-19) de grado severo o critico. Estudios previos han reportado
que las células madre mesenquimales de placenta humana (pMSCs) presentan propiedades inmu-

nomoduladoras en otros contextos inflamatorios.
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2. HIPOTESIS

Hipdtesis general

Las terapias inmunoldgicas pueden modular la respuesta frente a las infecciones en diferentes

contextos clinicos.

2.1. Hipétesis del Estudio I: La terapia con gammaglobulina intravenosa (GGIV) en los pacientes
post-trasplantados cardiacos con infeccién severa e hipogammaglobulinemia disminuye la
mortalidad.

2.2. Hipétesis del Estudio Il: La terapia GGIV en los pacientes post-trasplantados de 6rgano
solido tras una infeccién grave e hipogammaglobulinemia disminuye la incidencia de

nuevos episodios de reinfeccion grave.

2.3. Hipétesis del Estudio Ill: La terapia con GGIV afadida a la terapia antimicrobiana conven-
cional (TAMC) es eficaz, segura y asociada con reconstitucidn de la inmunidad humoral en
pacientes sometidos a TOS que desarrollan infecciones severas en presencia de HGG en el
periodo post-trasplante, en comparacion con pacientes que sélo usan terapia antimicrobia-
na convencional. En cuanto a la eficacia, la hipotesis planteada es de superioridad (menor
incidencia de infecciones post tratamiento) de la terapia con GGIV afiadida a la terapia

antimicrobiana frente al uso convencional de terapia antimicrobiana.

2.4. Hipotesis del Estudio IV: Las células mesenquimales de placenta humana pueden inmu-
nomodular in-vitro, la respuesta celular T especifica frente a los antigenos de spike (S-),
nucleocdpside (N-) y de membrana (M-) del Coronavirus de tipo 2 causante del sindrome
respiratorio agudo severo (SARS-CoV-2) de pacientes recuperados de COVID-19 critico o

severo.
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3. OBJETIVOS

3.1. Evaluar la tasa de muerte en un seguimiento a largo plazo en una cohorte de pacientes
post-trasplantados cardiacos con infeccion severa e hipogammaglobulinemia que reciben
GGIV + TAMC en comparacion con una cohorte de pacientes del mismo centro que no re-
cibieron GGIV.

3.2. Evaluar la incidencia de reinfeccidn grave posterior a la terapia GGIV en los pacientes post-

TOS con infeccion severa e HGG.

3.3. Evaluar la eficacia, reconstitucidn inmunoldgica de la inmunidad humoral y la seguridad
luego de introducir la GGIV asociada a la terapia antimicrobiana convencional (TAMC) en
pacientes con TOS que presentan infeccion grave e HGG post trasplante, en comparacién

con la administracion de terapia antimicrobiana Unicamente.

3.4. Evaluar si las células madre mesenquimales de placenta humana (pMSCs) bajo determi-
nadas condiciones experimentales, in-vitro, pueden inmunomodular la respuesta celular T
especificas frente a antigenos peptidicos especificos de SARS-CoV-2 de 20 pacientes recu-
perados con COVID-19 critico o severo.

4. MATERIALES Y METODOS

4.1. El Estudio | es un estudio de cohortes retrospectivo para evaluar la tasa de mortalidad
posterior a la terapia GGIV en la terapia estandar de los receptores de trasplantes cardiacos
con inmunodeficiencia secundaria de anticuerpos e infecciones severa. Solo se estudio los
pacientes de un centro de trasplante. Participaron 233 pacientes post-trasplantados car-
diacos con inmunodeficiencia secundaria de anticuerpos (definida como IgG < 600 mg/dL)
detectada en el momento de una infeccién severa que fueron distribuidos en expuestos a la
terapia GGIV y No expuestos. El periodo de estudio fue de 18 afios (1998-2016). La variable
principal fue la tasa de muerte. La variable secundaria fue la reconstitucién de IgG en el

periodo estudiado.

4.2. El Estudio Il es un estudio de cohortes retrospectivo para evaluar la incidencia de rein-
feccidn grave posterior a la terapia GGIV afiadido a la terapia estandar de los receptores
de trasplantes de 6rganos sélidos con inmunodeficiencia secundaria de anticuerpos e in-

feccion severa. Solo se observd a los pacientes de un centro de trasplante. Participaron
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82 pacientes post-trasplantados de drganos sélidos con inmunodeficiencia secundaria de
anticuerpos (definida como 1gG < 750 mg/dL) e infecciones severas. 51 pacientes post-tras-
plantados cardiacos con inmunodeficiencia secundaria de anticuerpos e infeccién fueron
expuestos a la terapia GGIV mientras 31 pacientes no lo fueron. El periodo de estudio fue
de 3 meses. La variable principal fue la incidencia de un nuevo episodio de reinfeccidn
grave posterior a la exposicion GGIV o a la deteccidn de la inmunodeficiencia secundaria
de anticuerpos en los no expuestos. Las variables secundarias fueron la reconstitucion de
IgG en el periodo estudiado y reconstitucion celular, factores de complemento y fenotipo

linfocitario.

4.3. El Estudio Ill es un ensayo clinico controlado, abierto y multicéntrico para evaluar la
eficacia, reconstitucion inmunoldgica de la inmunidad humoral y la seguridad luego de
introducir GGIV en la terapia estandar de los receptores de trasplantes de érganos sdlidos
con inmunodeficiencia secundaria de anticuerpos e infecciones severas. Seis centros de
trasplante participaron. Cuarenta y cuatro receptores de érganos sélidos con inmunode-
ficiencia secundaria de anticuerpos (definida como IgG < 600 mg/dL) detectada tempra-
namente en el momento de una infeccidn severa fueron aleatorizados para recibir GGIV
adicionalmente a la terapia antimicrobiana convencional o terapia antimicrobiana con-
vencional por si sola. Protocolo de GGIV: Dos dosis de 15 gramos (intervalo entre dosis
de 7-15 dias) seguidas de otras tres dosis de 20 gramos (intervalo entre dosis de 15-30
dias) de GGIV 5%. Las variables principales de eficacia fueron la tasa y el nUmero total
de reinfecciones luego de la aleatorizacion de los pacientes. Se tomaron muestras de
anticuerpos especificos en la inclusién en el ensayo clinico (Visita [V] 1, V1) y 30-45 dias
después de la ultima dosis de GGIV (ultima visita, V7) en un subgrupo de pacientes para

analizar la cinética de la reconstitucion de la inmunidad humoral.

4.4. El Estudio IV es un estudio experimental in-vitro de evaluacién de la capacidad inmuno-
moduladora de las pMSCs tras un co-cultivo en un sistema de transwell con células madre
mesenquimales de placenta humana pre-estimuladas con Interferén gamma (IpMSCs) y las
células mononucleares de sangre periférica previamente estimulados (rCMSPs) frente a los
antigenos S-, N- y M- del SARS-CoV-2 de 20 pacientes recuperados de COVID-19 severo y
critico.

Las células mesenquimales de placenta humana fueron aisladas de una donadora sa-
ludable tras una cesdrea sin complicaciones. Se midieron los marcadores de activacién
linfocitaria CD4+ y CD8+ y las citocinas y quimiocinas en el sobrenadante antes y después

del co-cultivo.
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5. RESULTADOS

5.1. Resultados del Estudio I: De una poblacion de 233 pacientes post-trasplantados cardia-
cos tratados con GGIV por uso compasivo, se estudiaron 91 pacientes para la cohorte de
tratados (expuestos) por disponibilidad de datos u otro motivo de seleccidn. La cohorte
de no expuestos fueron el resto de trasplantados, 142 receptores cardiacos del mismo
centro, el Hospital General Universitario Gregorio Marafién, que no fueron tratados con
GGIV durante el periodo de estudio. La mediana del tiempo de supervivencia fue de 54
meses en el grupo de GGIV vs 41 meses en el grupo de No GGIV (p=0.078). Se observa
gue la terapia GGIV se comporta como factor protector, OR 0.27 (p=0.039) para el evento

muerte.

5.2. Resultados del Estudio Il: Se eligieron 82 pacientes post-trasplantados de érgano soli-
do con inmunodeficiencia secundaria de anticuerpos e infeccion severa distribuidos en
51 expuestos en el grupo GGIV y a 31 pacientes en el grupo No GGIV. De los pacientes
trasplantados 58 fueron trasplantados cardiacos, 11 hepaticos y 13 renales. En el ana-
lisis de Kaplan Meier, la supervivencia libre de reinfeccién en el periodo de estudio es
mayor en el grupo de GGIV en comparacién del grupo No GGIV, aunque no fue significa-
tivo, p=0.06. En el andlisis de regresidn logistica multivariante se observa que la terapia
GGIV se comporta como factor protector frente a nuevos eventos de reinfeccidon grave
OR 0.302, p=0.021 vy el tiempo < de 6 meses post-trasplante permanece como factor de
riesgo con OR 3.364, p=0.019.

5.3. Resultados del Estudio IlI: Treinta y nueve pacientes fueron incluidos finalmente en el ana-
lisis (GGIV en combinacidn con terapia antimicrobiana convencional, n=-21, versus terapia
antimicrobiana convencional por si sola, n=18). La tasa de reinfeccion se redujo signifi-
cativamente en pacientes aleatorizados para recibir GGIV comparado con los pacientes
que recibieron sélo la terapia antimicrobiana convencional (28.6 vs 66.7%, Chi-cuadrado,
p=0.017). La media de reinfecciones tiende a menos en el grupo GGIV (0.47, intervalo 1-3;
versus 0.89, intervalo 1-4; prueba de la U de Mann-Whitney, p=0.056). Los receptores de
GGIV presentaron niveles de IgG significativamente inferior en V2, pero concentraciones
significativamente superiores de IgG en las visitas de seguimiento V4 y V6. La GGIV fue
segura y bien tolerada. En la V7 se encontraron niveles significativamente superiores de
anticuerpos anti-citomegalovirus 1gG-especifico, anticuerpos anti- toxinas A y B del clos-
tridium difficile y anticuerpos IgG1 anti-tétanos que recibieron GGIV en comparacién con
los pacientes que fueron tratados solo con terapias antimicrobianas convencionales. Se
comprobd una disminucidn significativa del factor activador de la célula B perteneciente
a la familia del TNF (BAFF) en suero y en los niveles de IL-6 en comparacion con la V1 en

pacientes del grupo GGIV.
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5.4. Resultados del Estudio IV: Se observé la respuesta celular T especifica CD4+ y CD8+ frente
al SARS-CoV-2 en los pacientes estudiados. Luego, las células mesenquimales aisladas
expresaron los marcadores de superficie caracteristicos y fueron capaces de auto-reno-
varse y diferenciarse en adipocitos y osteocitos. Tras el co-cultivo, los niveles de citoci-
nas, IL-2, IFN-y, TNF-a, IL-1B y otras quimiocinas inducidas por IFN, CXCL9/MIG, CCL2/
MCP-1, CXCL10/1P-10 y CCL5/RANTES secretadas por las células mononucleares de san-
gre periférica previamente estimulados (rCMSPs) con los antigenos de SARS-CoV-2 se

redujeron drasticamente.

6. CONCLUSIONES

6.1. La terapia con GGIV en pacientes post-trasplantados cardiacos con infeccidn severa e HGG
se asocia a menores tasas de muerte durante el seguimiento a largo plazo en comparacién
con los trasplantados no tratados con GGIV en un estudio de centro Unico.

6.2. La terapia con GGIV es un factor protector significativo ante una reinfeccién grave en pa-
cientes post-trasplantados de érgano sélido con infeccién severa e HGG durante el segui-
miento posterior a la infusion.

6.3. En los resultados del ensayo clinico multicéntrico abierto y aleatorizado, se asocia la GGIV
a una menor tasa de reinfecciones en trasplantes de érganos sélidos con infeccion severa e
inmunodeficiencia secundaria de anticuerpos.

6.4. El modelo presentado sugiere que las I[pMSCs modulan, reduciendo, las respuestas pro-in-
flamatorias de las células T helper de tipo 1 y CD8+ frente a las proteinas spike (S-), nucleo-
capside (N-) y membrana (M-) en pacientes con COVID-19 severo y critico. Por consiguien-
te, estos datos sugieren que la terapia con las IpMSCs podria ser considerada como una
posible estrategia terapéutica a evaluar en pacientes con COVID-19 severo y critico.
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SUMMARY

IMMUNOLOGICAL EVALUATION OF IMMUNOMODULATORY
THERAPIES WITH IMMUNOGLOBULINS AND MESENCHYMAL STEM
CELLS IN PATIENTS IMMUNOSUPPRESSED BY TRANSPLANTATION

OR BY SARS-CoV-2

1. INTRODUCTION

PART 1

Infections remain a significant cause of morbidity and increased costs after a solid organ transplant
(SOT). Secondary antibody deficiency defined as 1gG hypogammaglobulinemia (HGG), has been

linked to an increased risk of developing severe infections in this clinical setting.

PART 2

To date, November 15, 2021, several intensive research, and clinical trials have been conducted,
however, an efficacious treatment for severe and critical COVID-19 patients is lacking. Previous
studies have reported that human placental mesenchymal stem cells (pMSCs) have immunomodu-

latory properties in other inflammatory contexts.

2. HYPOTHESIS

General Hypothesis
Immunological therapies can modulate the response to infections in different clinical contexts.

2.1. Hypothesis of Study I: IVIG therapy after heart transplant decreases the mortality in pa-
tients with severe infection and hypogammaglobulinemia.
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2.2.Hypothesis of Study IlI: IVIG therapy after solid organ transplant (SOT) decreases the inci-
dence of new episodes of reinfection in patients with severe infection and hypogammaglo-
bulinemia (HGG).

2.3. Hypothesis of Study IllI: IVIG therapy added to conventional antimicrobial therapy is effica-
cious, safe, and associated with reconstitution of humoral immunity in patients undergoing
SOT who develop severe infections in the presence of HGG in the post-transplant period
compared to patients using conventional antimicrobial therapy only. Regarding efficacy, the
hypothesis is of superiority (lower incidence of post-treatment infections) of IVIG therapy

plus antimicrobial therapy compared to the conventional use of antimicrobial therapy.

2.4. Hypothesis of Study IV: Human placental mesenchymal stem cells (pMSCs) might immu-
nomodulate in-vitro the specific T cell response against to spike (S-), nucleocapsid (N-) and
membrane (M-) antigens of the severe acute respiratory syndrome B-coronavirus (SARS-
CoV-2) in 20 patients with severe and critical COVID-19.

3. OBJECTIVE

3.1. To evaluate the death rate at a long-term follow-up in a cohort of post-cardiac transplant
recipients with severe infection and hypogammaglobulinemia receiving IVIG therapy with
conventional antimicrobial therapy compared with patients who did not receive IVIG.

3.2. To assess the incidence of severe re-infection following IVIG therapy in post-organ solid
transplant recipients with severe infection and hypogammaglobulinemia compared with
patients who did not receive IVIG therapy.

3.3. To evaluate the efficacy, immunological reconstitution of humoral immunity and safety
after introducing IVIG associated with conventional antimicrobial therapy in patients with
severe infection and post-transplant HGG with SOT, compared to the administration of an-

timicrobial therapy alone.

3.4. In this study, we investigated whether human placental mesenchymal stem cells (pMSCs)
under certain experimental conditions, in-vitro, can immunomodulate the specific T cell
response against to S-, N- and M- antigens of SARS-CoV-2 in 20 patients with severe and
critical COVID-19.
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4. MATERIALS AND METHODS

4.1. Study | is a retrospective cohort study to evaluate the mortality rate in post heart transplant
recipients with secondary antibody immunodeficiency and severe infections after IVIG the-
rapy. Only patients from one transplant center were studied. Participants included 233 post-
heart transplant recipients with secondary immunodeficiency of antibodies (defined as 1gG <
600 mg/dL) detected at the time of severe infection who were grouped into exposed to IVIG
therapy and not exposed recipients. The study period was 18 years (1998-2016). The primary

endpoint was death rate. Reconstitution of IgG level was a secondary outcome.

4.2. Study Il is a retrospective cohort study to evaluate the incidence of severe re-infection
following IVIG therapy added to standard therapy of post- solid organ transplant reci-
pients with secondary antibody immunodeficiency and severe infections. Only patients
from one transplant center were observed. Participants included 82 post-solid organ
transplant patients with secondary immunodeficiency of antibodies (defined as IgG < 750
mg / dL) and severe infections. 51 post-cardiac transplant patients with secondary immu-
nodeficiency of antibodies and infection were exposed to IVIG therapy while 31 patients
were not. The study period was 3 months. The primary endpoint was the incidence of a
new episode of severe reinfection after IVIG exposure or detection of secondary antibody
immunodeficiency in the unexposed. Secondary outcomes were IgG reconstitution in the
study period and cellular reconstitution, complement factors and lymphocyte phenotype.

4.3. Study lll is a controlled, open-label, multicenter clinical trial,to evaluate the efficacy, immu-
nological reconstitution of humoral immunity and safety after addition of IVIG for the the-
rapy of solid organ recipients with secondary antibody deficiency and severe infection to
antimicrobial therapy. Six transplant centres participated. Forty-four solid organ recipients
with secondary antibody deficiency (defined as 1gG <600 mg/dL) detected soon at the time
of severe infection were randomized to receive IVIG in addition to conventional antimi-
crobial therapy versus conventional antimicrobial therapy alone. IVIG protocol: Two doses
of 15 grams (interval between doses 7-15 days) followed by another 3 doses of 20 grams
(interval between doses 15-30 days) of a 5% IVIG product. The primary efficacy variables
were the rate and total number of reinfections after randomization of the patients. Specific
antibodies were tested at inclusion in the clinical trial (Visit [V] 1, V1) and 30-45 days after
last IVIG dose (last-visit, V7) in a subgroup of patients to assess the kinetics of humoral im-

munity reconstitution.

4.4. Study IV is an in-vitro experimental study to evaluate the immunomodulatory capacity of
pMSCs after co-culture in a transwell system of human placental mesenchymal stem cells

pre-stimulated with interferon gamma (IpMSCs) and previously stimulated peripheral blood
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mononuclear cells (rPBMCs) against S-, N- and M- antigens of SARS-CoV-2 of 20 recovered
patients from severe and critical COVID-19. The mesenchymal cells of the human placenta
were isolated from a healthy donor after an uncomplicated caesarean section. Lymphocyte
activation markers CD4+ and CD8+ and cytokines and chemokines in the supernatant befo-

re and after co-culture were measured.

5. RESULTS

5.1. Results of Study I: From a population of 233 post-cardiac transplant patients treated with
IVIG for compassionate use, 91 patients were studied for the cohort of treated (exposed)
patients for data availability or other reason for selection. The nonexposed cohort were the
rest of the transplanted patients, 142 cardiac recipients from the same center, the Gregorio
Marafién General Universitary Hospital, who were not treated with IVIG during the study
period. The median survival time was 54 months in the IVIG group vs 41 months in the
Non- IVIG group (p=0.078). It is observed that IVIG therapy behaves as a protective factor,
OR 0.27 (p=0.039) for the event death.

5.2. Results of Study II: 82 post-solid organ transplant recipients with secondary immunode-
ficiency of antibodies and severe infection distributed in 51 exposed patients in the IVIG
group and 31 patients in the non- IVIG group were observed. Of the transplanted patients,
58 were cardiac, 11 hepatic and 13 renal transplanted patients. In Kaplan Meier’s analy-
sis, reinfection-free survival in the study period was higher in the IVIG group compared to
the non-IVIG group, although it was not significant, p=0.06. Multivariate logistic regression
analysis showed that IVIG therapy behaves as a protective factor against new events of se-
vere re-infection OR 0.302, p=0.021 and the time < 6 months post-transplant remains a risk
factor with OR 3.364, p=0.019.

5.3. Results of Study llI: Thirty-nine patients were finally included in the analysis (IVIG in com-
bination with conventional antimicrobial therapy, n=-21, versus conventional antimicrobial
therapy alone, n=18). The rate of reinfection was significantly reduced in patients rando-
mized to receive IVIG compared to patients who received only conventional antimicrobial
therapy (28.6 vs 66.7%, Chi-square, p=0.017). Mean reinfections tend to be lower in the
IVIG group (0.47, interval 1-3, versus 0.89, interval 1-4, Mann-Whitney test, p=0.056). IVIG
recipients had significantly lower 1gG levels at V2, but significantly higher I1gG concentra-
tions at V4 and V6 follow-up visits. IVIG was safe and well tolerated. Significantly higher

levels of 1gG specific anti-cytomegalovirus, anti-clostridium difficile toxins A and B and 1gG1
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anti-tetanus toxoid antibodies were founded in patients who received IVIG at V7 compared
to patients treated with conventional antimicrobial therapies alone. A significant decrease
in serum of B cell-activating factor belonging to the TNF family (BAFF) and IL-6 levels com-
pared to V1 was observed in patients in the IVIG group.

5.4. Results of Study IV: SARS-CoV-2 CD4+ and CD8+ specific cell responses were observed
in the studied patients. Isolated mesenchymal stem cells expressed characteristic surface
markers and were able to self-renew and differentiate into adipocytes and osteoblasts. Fo-
llowing co-culture, levels of cytokines, IL-2, IFN-y, TNF-a, IL-1p and other IFN-induced che-
mokines, CXCL9/MIG, CCL2/MCP-1, CXCL10/IP-10 and CCL5/RANTES secreted by previously
stimulated peripheral blood mononuclear cells (rPBMCs) with SARS-CoV-2 antigens were

drastically reduced.

6. CONCLUSIONS

6.1. IVIG therapy in post-heart transplant recipients with severe infection and secondary immu-
nodeficiency of antibodies is associated with lower death rates during long-term follow-up

compared to transplanted patients not treated with IVIG therapy in a single-center study.

6.2. IVIG therapy is a significant protective factor against severe reinfection in post-transplant
solid organ patients with severe infection and secondary immunodeficiency of antibodies

during post-1VIG infusion follow-up.

6.3. In the results of the open-label, randomized, multicenter clinical trial, IVIG is associated at
a lower rate of reinfections in solid organ transplants with severe infection and secondary

antibody deficiency.

6.4. The model presented suggests that the IpMSCs down-modulate in-vitro the proinflam-
matory T helper Type 1 and CD8+ T cell response against to spike (S-), nucleocapsid (N-) and
membrane (M-) proteins in patients with severe and critical COVID-19. Therefore, these
data suggest that IpMSCs therapy could be considered as a possible therapeutic strategy to

evaluate in patients with severe and critical COVID-19.
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INTRODUCCION

A pesar del éxito del uso profilactico y terapéutico de las terapias antimicrobianas, las infecciones
siguen siendo la principal causa de alta morbilidad y costos después del trasplante de dérgano

solido.*?

La deficiencia secundaria de anticuerpos, definida como HGG, se observa con frecuencia después
del trasplante de 6rganos sélidos. En estudios unicéntricos, multicéntricos y de metanalisis, se ha
demostrado que la hipogammaglobulinemia IgG es un factor de riesgo de infeccidn grave en todos

los trasplantes de drgano sélido®™.

La inmunodeficiencia secundaria de anticuerpos estd relacionada con los procedimientos del
trasplante, la pérdida de proteinas, la terapia inmunosupresora de induccién y de mantenimiento.®
En el caso de una complicacidn infecciosa grave, la terapia antimicrobiana por si sola no es capaz de
restaurar lainmunodeficiencia secundaria de anticuerpos. Se ha reportado previamente en estudios
retrospectivos sobre el papel potencial de la reconstituciéon de la inmunidad humoral y sobre la
tasa de recurrencia de infecciones (reinfecciones) en receptores cardiacos que desarrollaron una
infeccion grave y una inmunodeficiencia secundaria simultdnea de anticuerpos después de la

adicidn de GGIV a la terapia antimicrobiana convencional’.

Es necesario buscar alternativas efectivas para lograr un mejor control de las infecciones graves y
reinfecciones en este entorno®® El objetivo del uso terapéutico de GGIV es aumentar los niveles
de anticuerpos totales y especificos de IgG que podrian tener un impacto en mejor control de las
reinfecciones’. No se han disefiado ensayos clinicos que utilicen GGIV para reconstituir componentes
inmunes humorales y para evaluar si existe un efecto significativo sobre la tasa de reinfecciones.
Presentamos aqui por primera vez la eficacia, la reconstitucidon de la inmunidad humoral y la
seguridad de un protocolo de GGIV para la terapia de receptores de érganos soélidos que desarrollan

una infeccién grave y en los que se detecta una deficiencia secundaria de anticuerpos.
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JUSTIFICACION

La infeccion es un factor de riesgo de muerte en TOS y la HGG es un factor de riesgo de infeccidn
en distintos TOS incluyendo al trasplante cardiaco (TC), pulmonar (TP), renal (TR) y hepatico (TH).
El coste generado del tratamiento y la prolongacidn de la hospitalizacion por aparicion de eventos

infecciosos es muy elevado.

La HGG y la deficiencia de anticuerpos especificos es uno de los pocos factores de riesgo inmunologi-
co susceptibles de ser sustituibles mediante el uso de GGIV. Muy pocos estudios han evaluado previa-
mente la eficacia del uso terapéutico de la GGIV inespecifica en TOS con HGG e infeccidn severa. No
se ha publicado ninglin ensayo multicéntrico aleatorizado en la indicacion a estudiar: tratamiento de

pacientes con TOS que desarrollan infeccion severa e HGG en el periodo post-trasplante.

El potencial beneficio del uso de la GGIV en pacientes con HGG post TOS e infeccidn severa es
el mismo que justificéd la aprobacién de algunas indicaciones de este hemoderivado: prevenir
infecciones cuando hay HGG. El contexto en que se plantea este ensayo es similar al del uso
aprobado en pacientes con trasplante de médula dsea o con HGG primaria. En este estudio la
HGG es secundaria a distintos factores relacionados con el TOS. El uso de GGIV en pacientes con
HGG post TOS podria disminuir la aparicidn de eventos infecciosos y reconstituir anticuerpos.
Ambos factores podrian impactar en el tiempo de estancias hospitalarias costosas derivadas de

una complicacién de este tipo.
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3. ESTUDIO 1
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3. ESTUDIO 1

Estudio de cohortes retrospectivo de la tasa de muerte de pacientes
post-trasplantados cardiacos con infeccién grave e hipogammaglobulinemia

que reciben GGIV

3.1 HIPOTESIS

La terapia GGIV en los pacientes post-trasplantados cardiacos con infeccion grave e hipogammaglo-

bulinemia disminuye la mortalidad.

3.2 OBJETIVO

Evaluar la tasa de muerte en seguimiento a largo plazo de una cohorte de pacientes post-trasplan-
tados cardiacos con infeccidn grave e hipogammaglobulinemia que reciben GGIV + terapia anti-
microbiana convencional en comparacién con una cohorte de pacientes del mismo centro que no
recibieron GGIV.

3.3 METODOLOGIA

Es un estudio de cohortes tipo retrospectivo de pacientes post-trasplantados cardiacos que recibie-
ron la terapia con GGIV por la indicacién de infeccion grave e HGG 1gG (1gG < 600 mg/dL) versus los
gue no recibieron. Se realizé el seguimiento de un periodo de 18 afios tras la revisién de la historia
clinica electrénica (1998 - 2016) (Figura 1)
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Los participantes se distribuyeron en 2 grupos de la siguiente manera:

1. Cohorte expuestos: Pacientes post-trasplantados cardiacos con hipogammaglobulinemia

IgG (IgG<600 mg/dl) que presenten una infeccidn grave y reciben infusién de GGIV.

2. Cohorte no expuestos: Pacientes post-trasplantados cardiacos con hipogammaglobuline-
mia 1gG (1gG<600 mg/dl) que presenten una infeccidn grave y no fueron tratados con infu-
sion de GGIV.

FIGURA 1. ESTUDIO DE TASA DE MUERTE EN COHORTES RETROSPECTIVO DE PACIENTES
POST-TRASPLANTADOS CARDIACOS CON INFECCION GRAVE E HGG EXPUESTOS O NO A LA TERAPIA CON GGIV

Poblacién en estudio: Expuestos: GGIV
N total: 233 ; n=91
Pacientes
Post- Trasplantados Evento
cardiacos con Muerte
Infeccién grave &
¥ Tiempo de No expuestos:
HGG Seguimiento No GGIV
(18 aios) n=142

GGIV: Gammaglobulina intravenosa. n: numero de pacientes.

POBLACION DE ESTUDIO

De un estudio prospectivo se identificaron pacientes tratados con GGIV por la misma indica-
cién de infeccion grave e hipogammaglobulinemia 1gG y pacientes no tratados. 233 pacientes
post-trasplantados cardiacos de un solo centro, el Hospital General Universitario Gregorio Ma-
rafion (HGUGM), fueron elegibles pacientes entre 18 y 85 afios bajo terapia inmunosupresora
protocolizada. Se configuran 2 cohortes retrospectivas, una con infeccién grave documentada
e inmunodeficiencia secundaria de anticuerpos IgG (IgG<600 mg/dl) que reciben terapia con
GGIV y la otra cohorte son los pacientes post-trasplantados con infeccién grave e HGG sin tera-
pia GGIV.
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Otros criterios de inclusion fueron el uso de terapia de induccidn con anticuerpos monoclonales y
la supervivencia de al menos un mes posterior al trasplante ya que la mortalidad en el primer mes

suele deberse a complicaciones quirurgicas.

El criterio de exclusion fue el uso de GGIV antes del trasplante cardiaco.

PROTOCOLO DE VISITAS

El protocolo de visitas del estudio retrospectivo se muestra en la Figura 2 y corresponden al disefio
de practica habitual, es decir, si el paciente ha tenido un evento infeccioso grave el paciente se
hospitaliza y acude para la revisién cada semana, 15 dias o mensual, y si no ha tenido un evento
infeccioso relevante suelen acudir al hospital sistematicamente al afio sin intervencion para este
estudio. Las terapias con GGIV se administraron mediante protocolo de uso compasivo vigente en
la época en que fueron tratados. En la rutina, los pacientes tratados con GGIV son sometidos a un
protocolo de rutina que incluye la cuantificacién de IgG en el momento de haberse detectado una
infeccién grave post-trasplante. En el andlisis retrospectivo los pacientes se incluyeron si cumplian
los criterios de inclusion y exclusion. En la visita inicial rutinaria (VO) se inicia con la primera infusidn
de GGIV, seguido de la visita 1 (V1) 30 dias tras la VO para una segunda dosis, y posteriormente las
visitas 2 (V2) tras 60 dias de la VO, la visita 3 (V3) tras 90 dias de la VO hasta la visita final en donde la
infeccién debid ser resuelta 3 meses antes. Es decir, se administréd GGIV hasta que el paciente habia
cumplido con 3 meses sin infeccién. Las dosis de GGIV administradas en cada visita fue de 300-400
mg/kg/mes hasta 3 meses después de la resolucidn de la infeccion verificado con un cultivo nega-
tivo o niveles de antigenemia CMV negativa o resolucion clinica de la infeccidn. El cumplimiento de
estas visitas de practica rutinaria no siempre fue el mismo debido a distintas causas de la practica
clinica, (ver resultados). Finalmente 30 dias tras la visita final se determinan los niveles de IgG y

parametros de seguridad.
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VARIABLES DEL ESTUDIO

Las variables registradas fueron las demograficas, factores cardiolégicos asociados a la cirugia del

trasplante cardiaco, del tratamiento y evento infeccioso.

3.3.3.1 VARIABLE PRIMARIA

e Variable muerte en pacientes post-trasplantados cardiacos con infeccion grave e HGG que
reciben terapia GGIV y No GGIV.

3.3.3.2 VARIABLE SECUNDARIA

® Reconstitucion de IgG definida como niveles séricos de IgG >750mg/dl en el periodo estudiado.

3.4 ANALISIS ESTADISTICO

La data se analizé con el programa informatico SPSS. Para comprobar la distribucién de normalidad

se utilizo la prueba de Kolmogorov-Smirnov.

Las variables continuas fueron expresadas como media con desviacion estandar (DE) o mediana y
rango intercuartilico (RIQ). Las variables categdricas fueron expresadas en conteo absoluto y por-
centaje. Se utilizé las pruebas de T-Student o la U de Mann-Whitney segin convenga para variables

continuas y Chi-cuadrado para comparar variables categéricas.
Se utilizé el andlisis de regresidn logistica para estudiar los factores asociados con la presencia de

muerte. Se considerd el valor de p exacto de 2 colas y los valores <0,05 se consideraron estadisti-

camente significativos.
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3.5 ASPECTOS ETICOS

El protocolo clinico fue aprobado por el comité de ética de investigacion clinica (CEIC) del Instituto
de investigacion sanitaria Gregorio Marafidn. Los participantes del estudio dieron su consentimien-

to informado por escrito para el uso compasivo de GGIV.

3.6 RESULTADOS

PACIENTES SELECCIONADOS

El intervalo de estudio fue de 18 afios (1998-2016) de seguimiento.

De una poblacidn de 233 pacientes post-trasplantados cardiacos tratados con GGIV por uso compa-
sivo, se estudiaron 91 pacientes para la cohorte de tratados (expuestos) por disponibilidad de datos
u otro motivo de seleccién de inclusion. La cohorte de no expuestos fueron el resto de trasplanta-
dos, 142 receptores cardiacos del mismo centro, Hospital General Universitario Gregorio Maranon,

gue no fueron tratados con GGIV durante el periodo de estudio.

CARACTERISTICAS CLINICAS

Los pardmetros en las cohortes de expuestos y no expuestos a la terapia de GGIV fueron similares
en los datos demogréficos y variables clinicas. La edad media fue de 55 (DE+10) y 53 (DE+11) afios
en los grupos de GGIV y No GGIV respectivamente. Hubo una tendencia no significativa a que los
tratados eran mayores a los no tratados. Ademas, la media del peso del receptor fue similar en am-
bos grupos. La prevalencia de las infecciones pre-trasplante cardiaco fue de 7.5% y 6.9% en el grupo

de GGIV y No GGIV respectivamente, sin diferencias estadisticamente significativas. (TABLA 1)
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TABLA 1. CARACTERISTICAS CLINICAS BASALES DE LOS PACIENTES TRASPLANTADOS CARDIACOS DE LOS
GRUPOS CON GGIV Y SIN GGIV

Variables
Edad (afios, media  DE) 55+10 53+11 0.19
Peso receptor (Kg, media * DE) 69 +17 69 +13 0.98
Prevalencia pre-trasplante de infeccion (%) 7.5 6.9 0.89

Se utilizo la prueba T-Student para variable cuantitativas y Chi-cuadrado para variables categdricas. Los valores se expresan
en medias con desviacion estdndar (+ DE) y porcentaje (%). p<0.05 se considera estadisticamente significativo. n: nimero de
pacientes. GGIV: Gammaglobulina intravenosa. Kilos: Kg.

Con relacidn a las caracteristicas cardiovasculares peri-trasplante, la media de fraccién de eyeccién
izquierda fue de 23% (DE+13) en el grupo de GGIV y de 21% (DE+13) en el grupo de No GGIV, sin
diferencias estadisticamente significativas. La media del tiempo de isquemia y la circulacion extra-

corpodrea fueron similares en ambos grupos. (TABLA 2)

TABLA 2. CARACTERISTICAS CARDIOVASCULARES PERI-TRASPLANTE DE LOS PACIENTES TRASPLANTADOS
CARDIACOS DE LOS GRUPOS CON GGIV Y SIN GGIV

Variables gg;\ll Nr?:?fév Valor p
Fraccion de eyeccion ventricular izquierda (%, media * DE) 23+13 21+13 0.62
Tiempo de Isquemia (minutos, media + DE) 210+ 54 206 +59 0.71
Tiempo de circulacion extracorporea (minutos, mediaz DE) 140+ 42 13743 0.64

Se utilizo la prueba T-Student para variable cuantitativas. Los valores se expresan en medias con desviacion estdndar (+ DE).
p<0.05 se considera estadisticamente significativo. n: numero de pacientes. GGIV: Gammaglobulina intravenosa.

Tras el trasplante cardiaco, el porcentaje de pacientes que presentaron disfuncién primaria del
injerto fueron de 31% en el grupo de GGIV vs 22% en el grupo de no GGIV, sin diferencias es-
tadisticamente significativas. Ademads, la enfermedad vascular del injerto se presenté en el 2.7
% de los pacientes tratados con GGIV y 5.6% en el grupo de No GGIV, sin diferencias estadistica-
mente significativas. En el 4.1% de pacientes del grupo de GGIV padecieron algun tipo de cdncer
y 9.5% en el grupo de No GGlV, sin diferencias estadisticamente significativas. Esta prevalencia de

cancer es acumulada en el tiempo de seguimiento. (TABLA 3)
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TABLA 3. COMPLICACIONES Y % DE CANCER EN EL SEGUIMIENTO DE LOS PACIENTES POST-TRASPLANTADOS
CARDIACOS EN LOS GRUPOS CON GGIV Y SIN GGIV

Variables N:ﬁgzlv
Disfuncion primaria del injerto (%) 31 22 0.24
Enfermedad vascular del injerto (%) 2.7 5.6 0.51
Cancer post-trasplante (%) 4.1 9.5 0.16

Se utilizo la prueba Chi-cuadrado para variables categdricas. Los valores se expresan en porcentaje (%). p<0.05 se considera
estadisticamente significativo. n: nimero de pacientes. GGIV: Gammaglobulina intravenosa.

3.6.3 PREVALENCIA DE INFECCION GRAVE EN EL GRUPO GGIV

El tipo de infeccidn en el grupo de tratados (n=91) principalmente fue de infeccion bacteriana (no
neumonia) con un 33%, seguido de neumonia bacteriana con 20%. La enfermedad por Citomegalo-
virus (CMV) se presentd en un 10% y asociada a una infeccidn bacteriana o fungica en un 13% cada
una. Menos frecuentes fueron la infeccidn sistémica flingica sola (3%) o infecciones por Norcadia
(1%). (TABLA 4)

TABLA 4. PREVALENCIA DE INFECCIONES EN EL GRUPO DE GGIV

Tipo de Infeccion

Numero de eventos (%)

Infeccion bacteriana (no Neumonia) 30(33)
Neumonia bacteriana 18(20)
Enfermedad CMV + Infeccion bacteriana 12(13)
Enfermedad CMV + Infeccidn flngica 12(13)
Enfermedad CMV 9(10)
Infeccidn sistémica fungica 3(3)
Nocardiosis 1(1)
Otros 6(7)

Los valores se expresan en porcentaje (%). GGIV: Gammaglobulina intravenosa. CMV: Citomegalovirus.
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3.6.4 NIVELES DE IGG EN PACIENTES TRATADOS CON GGIV

En el grupo de tratados con GGIV (n=91) la IgG media en el momento de infeccidn es de 481 + 87
mg/dL, rango (198-599) y el tiempo medio desde el trasplante hasta la primera infusién de GGIV
fue de 65.4 £ 28.5 dias, rango (7-180 dias).

No todos los pacientes recibieron las mismas dosis de GGIV y por tanto no las mismas visitas, por
eso la media del nimero de dosis administradas fue 5 con rango de 1 a 12 dosis por paciente. Las
causas clinicas que condujeron a la variabilidad de visitas/dosis de GGIV incluyeron: Necesidad de
seguir la terapia por persistencia de infeccidn (los que tienen mas dosis), calculo de la tasa catabo-
lica de IgG que decide el nimero de dosis a administrar, imposibilidad de administrar mas dosis por

inestabilidad hemodinamica del paciente y tiempo de resolucién de la infeccién.

De los 91 pacientes, 75 (84,2%) normalizaron los niveles de IgG. (TABLA 5)

TABLA 5. CARACTERISTICAS DE LA IGG EN EL GRUPO DE GGIV

DESCRIPCION

IgG media (+ DE) en el momento de infeccién 481 + 87 mg/dL. rango (198-599)
Tiempo medio (desde el trasplante hasta la primera dosis GGIV) 65.4 £ 28.5 dias rango (7-180 dias)
Media de dosis GGIV administradas por paciente 5 rango 1-12 dosis

Pacientes que normalizaron los niveles de IgG (>750 mg/dI) 75/91 (82,4%)

Los valores se expresan en medias con desviacion estdndar (+ DE) y porcentaje (%). n: numero de pacientes. GGIV:

Gammaglobulina intravenosa.

3.6.5 TIEMPO DE SUPERVIVENCIA

La mediana del tiempo de supervivencia desde la primera infusidn de GGIV (en el grupo GGIV) o del
diagndstico de HGG (en el grupo no GGIV), fue de 54 meses vs 41 meses, respectivamente, p=0.078
(TABLA 6).
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TABLA 6. TIEMPO DE SUPERVIVENCIA EN LOS GRUPOS DE GGIV Y NO GGIV DE LOS POST TRASPLANTADOS
CARDIACOS

No GGIV

PARAMETRO N=142 Valor p

Mediana de tiempo de supervivencia (meses) 54 41 0.078
(desde la 1ra infusion de GGIV o diagndstico de HGG en los

no expuestos hasta el evento muerte)

Se utilizo la prueba de la U Mann-Whitney. Los valores se expresan mediana. p<0.05 se considera estadisticamente significativo.
n: numero de pacientes. GGIV: Gammaglobulina intravenosa.

3.6.6 ANALISIS UNIVARIANTE DE VARIABLES PARA IDENTIFICAR
FACTORES ASOCIADOS A LA VARIABLE MUERTE

En el andlisis de regresion logistica univariado, en la variabilidad de los factores de riesgo de muerte,
se observan como factor protector al uso de GGIV OR de 0.31 (p=0.0085) y a la terapia de induccion
no citolitica (Daclizumab o Basiliximab) OR 0.24 (p=0.0002). Sin embargo, los episodios de rechazo

agudo se comportan como factor de riesgo para la variable muerte OR 2.37 (p=0.0003) (TABLA 7)

TABLA 7. ANALISIS UNIVARIANTE DE VARIABLES PARA IDENTIFICAR FACTORES ASOCIADOS A LA VARIABLE
MUERTE

PARAMETROS CLINICOS (o] IC 95% Valor p
Terapia GGIV 0.31 0.13-0.74 0.0085
Induccidn no citolitica (Daclizumab o Basiliximab) 0.24 0.11-0.51 0.0002
Sexo/Femenino 0.85 0.36-2.009 0.71
Edad>50 afios 0.71 0.28-1.75 0.45
Disfuncion primaria del injerto 1.39 0.47-4.05 0.55
N2 de episodios de rechazo agudo 2.37 1.48-3.80 0.0003
Desarrollo del tumor 2.67 0.85-8.39 0.092
Tiempo de seguimiento 1.001 0.99-1.0006 0.64
Status seropositivo CMV 0.63 0.20-1.92 0.41
Asistencia ventricular pre-Tx 1.53 0.95-2.47 0.078

IC 95%: Intervalo de confianza del 95% OR: Odds Ratio. p<0.05 se considera estadisticamente significativo. GGIV:

Gammaglobulina intravenosa. CMV: Citomegalovirus.
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3.6.7 VARIABLE ANALISIS MULTIVARIANTE DE VARIABLES PARA
IDENTIFICAR FACTORES DE RIESGO DE MUERTE

En el modelo multivariante se introdujeron sélo las variables que resultaron significativamente
asociadas al riesgo de muerte (ver TABLA 7). Se observa que la terapia GGIV OR 0.27 (p=0.039) y la
terapia de induccién no citolitica OR 0.28 (p=0.017) permanecen como factor protector. El nimero

de episodios de rechazo agudo permanece como factor de riesgo OR 2.17, p=0.0062. (TABLA 8)

TABLA 8. VARIABLE ANALISIS MULTIVARIANTE DE VARIABLES PARA IDENTIFICAR FACTORES DE RIESGO DE
MUERTE

PARAMETROS CLINICOS (o]} IC 95% Valor p
Terapia GGIV 0.27 0.08-0.94 0.039
Induccién no citolitica 0.28 0.09-0.82 0.017
Numero de episodios de rechazo agudo 2.17 1.25-3.78 0.0062

IC 95%: Intervalo de confianza del 95% OR: Odds Ratio. p<0.05 se considera estadisticamente significativo. GGIV:

Gammaglobulina intravenosa.

3.6.8 RECONSTITUCION DE GGIV

Se observa en los pacientes post-trasplantados cardiacos la reconstitucion significativa (p=0.001)
de los niveles de IgG posterior a un afio mientras que en el grupo de No GGIV no se observa recons-

titucion significativa (p=0.10).
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FIGURA 3 RECONSTITUCION DE GGIV POSTERIOR A UN 1 ANO DE
SEGUIMIENTO EN LOS GRUPOS GGIV Y NO GGIV

1800,0 1800,0
p=0.001 p=0.10
< 1200,0 < 1200,0
g g
3 2
600,0 = 600,0
0,0/ 00|
Dia 7 1 Afio Dia7 1 Afo
GGIV No GGIV

HGG + Infeccion severa

HGG: Hipogammaglobulinemia

3.7 DISCUSION

Este estudio se disend para realizar una evaluacion rapida del posible impacto de la terapia con
GGIV en la variable mas relevante, la variable muerte. Dado el seguimiento necesario para conse-
guir observar diferencias en las tasas de muerte no es posible hacer estudios prospectivos y menos
ensayos clinicos. En el estudio de cohortes retrospectivo realizado para determinar la ocurrencia
del evento muerte tras el seguimiento post trasplante cardiaco de pacientes que cumplian criterios
de infeccién grave e hipogammaglobulinemia, en la cohorte tratados con GGIV, se observa menor
tasa de muerte. Nuestro hallazgo, tras analisis de modelos multivariados, es similar a lo descrito
por Bourassa-Blanchette et al*®

Analizando la frecuencia de infecciones en los pacientes post-trasplantados cardiacos estudiados

observamos que las infecciones bacterianas son las mas prevalentes, similares a los datos reporta-
dos por la ISHLT.*!

La adicién de la presencia de hipogammaglobulinemia a los riesgos asociados al trasplante cardiaco

como procedimientos de asistencia circulatoria previo al trasplante, las drogas inmunosupresoras

incrementa el riesgo de infecciones y mortalidad.®
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Dada la alta mortalidad de los pacientes trasplantados cardiacos y los resultados de esta cohorte
con un seguimiento a largo plazo deberian confirmarse con un ensayo clinico randomizado utilizan-

do otras variables que sean factibles de recoger en un periodo razonable de tiempo.

3.8 LIMITACIONES

Una debilidad del modelo de cohortes retrospectivo es que depende de los registros histdricos.
Estd asociado al riesgo de sesgos de seleccidon. Para minimizar este riesgo se hizo un ajuste al me-
nos por las variables que resultaron significativamente asociadas al riesgo de muerte. Otra limita-
cion es que es probable que se hayan omitido otras variables relevantes de riesgo de muerte que
podrian haber afectado el resultado del ajuste multivariable. No obstante, el valor de la variable
GGIV individual es valido como tal y genera la hipdtesis del posible beneficio de la GGIV. En este
estudio la cohorte de comparacion puede haber incluido un niumero de pacientes menor que cur-
saron con infeccién severa e hipogammaglobulinemia pero que no fueron tratados. Desde 1998 la
practica habitual en el HGUGM fue la terapia con GGIV en esta indicacidn por lo que eran pocos los
pacientes a los que no se ofrecia esta posibilidad. En el ailo 2016 la situacién de prescripcidn en
esta indicacion se vio restringida por la crisis econdmica y por la escasez que empezd a existir para
administrar estas terapias. Por esta razén a partir de ese afio el protocolo de uso compasivo fue

mucho mas restringido y tuvo que redisefiarse.

3.9 CONCLUSIONES

— Laterapia de GGIV en pacientes post-trasplantados cardiacos con infeccién grave e HGG se
asocia a menor tasa de muerte durante el seguimiento a largo plazo en comparacion con

trasplantados cardiacos no tratados con GGIV en un estudio de centro Unico.

— La terapia de induccidn no citolitica en pacientes post-trasplantados cardiacos se asocia a

una menor tasa de muerte durante el seguimiento a largo plazo.

— El nimero de episodios de rechazo agudo aumenta el riesgo de muerte en pacientes

post-trasplantados cardiacos.
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4. ESTUDIO 2

Estudio de incidencia de reinfeccion grave en pacientes
post-trasplantados de drgano sélido con infeccidn severa e
hipogammaglobulinemia que reciben GGIV

4.1 HIPOTESIS

La terapia GGIV en los pacientes post-trasplantados de drgano sélido tras una infeccion grave e

hipogammaglobulinemia disminuye la incidencia de nuevos episodios de reinfeccién grave.

4.2 OBJETIVO

4.2.1 OBJETIVO PRIMARIO

— Evaluar la incidencia de reinfeccidn grave posterior a la terapia GGIV en los pacientes post-
TOS con infeccidn grave e HGG.

4.2.2 OBJETIVO SECUNDARIO

— Evaluar la reconstitucidn de pardmetros inmunoldgicos de inmunidad humoral y celular con

la terapia GGIV vs No GGIV en los pacientes post-TOS con infeccién grave e HGG.
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4.3 METODOLOGIA

DISENO DEL ESTUDIO

Es un estudio de cohortes tipo retrospectivo. Se realizé el seguimiento en un periodo de 3 meses

(Figura 4). Los participantes se asignaron a 2 grupos de la siguiente manera:

1. Cohorte grupo expuestos: Pacientes post-trasplantados de érgano sélido (cardiaco, hepa-
tico y renal) con hipogammaglobulinemia 1gG (IgG<750 mg/dl) que presenten una reinfec-

cion grave y reciben infusion de GGIV adicional a la terapia antimicrobiana convencional.

2. Cohorte Grupo no expuestos: Pacientes post-trasplantados de drgano sélido (cardiaco, he-
patico y renal) con hipogammaglobulinemia IgG (1gG<750 mg/dl) que presenten una re-
infeccion grave y no reciben infusién de GGIV (solo terapia antimicrobiana convencional
(TAMC).

FIGURA 4. ESTUDIO DE INCIDENCIA DE REINFECCION GRAVE EN COHORTES RETROSPECTIVO DE
PACIENTES POST-TOS CON INFECCION GRAVE E HGG EXPUESTOS O NO A LA TERAPIA CON GGIV

EXPUESTOS:
Poblacion: GGIV
N=82 , n=51
Pacientes post-TOS Incidencla
+
de
Infeccion grave . .
Reinfeccion
+
. . . Grave
hipogammaglobulinemia >
No
Tiempo de Seguimiento
Revision de Historia expuestos:
s (3 meses)
Clinica No GGIV
n=31

TOS: Trasplante de drgano sélido. GGIV: Gammaglobulina intravenosa. n: nimero de pacientes.
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POBLACION DE ESTUDIO

Los pacientes elegibles fueron personas entre 18 y 85 afios con trasplante de drgano sélido bajo
terapia inmunosupresora protocolizada que presentaron un episodio de infeccién severa documen-
tada e inmunodeficiencia secundaria de anticuerpos IgG documentada durante la evaluacién del
evento infeccioso. Los pacientes fueron elegidos de un mismo centro, el Hospital General Universi-
tario Gregorio Marafién (HGUGM).

Otros criterios de inclusion fueron:

— El uso de terapia de induccién con anticuerpos monoclonales.

— La supervivencia de al menos un mes posterior al uso de GGIV adicional a TAMC o TAMC sola.

VARIABLES DEL ESTUDIO

Las variables registradas fueron las demograficas, comorbilidades, pardmetros hematoldgicos e

inmunoldgicos, medicacion profilactica y terapéutica inmunosupresora relacionados al trasplante.

4.3.3.1 VARIABLE PRIMARIA

1. Incidencia de un nuevo episodio de reinfeccidn grave en el periodo de 3 meses posterior
a la terapia GGIV en el grupo de expuestos y posterior al diagndstico de infeccién grave e
hipogammaglobulinemia en el grupo de no expuestos, sin administracion de GGIV, en pa-

cientes post-trasplantados de d6rgano sélido con infeccién severa e HGG.

4.3.3.2 VARIABLE SECUNDARIA

1. Lareconstitucion de IgG definida como niveles séricos de I1gG >750 mg/dl, en el periodo de
3 meses posterior a la terapia GGIV en el grupo de expuestos y posterior al diagndstico de
hipogammaglobulinemia en el grupo de no expuestos, sin GGIV, en pacientes post-trasplan-

tados de drgano sélido con infeccidn severa e HGG.

2. Reconstitucion celular, factores del complemento y fenotipo linfocitario en el periodo de
3 meses posterior a la terapia GGIV en el grupo de expuestos y posterior al diagndstico de
hipogammaglobulinemia en el grupo de no expuestos, sin GGIV, en pacientes post-trasplan-

tados de drgano sélido con infeccidn severa e HGG.
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PERIODO DE ESTUDIO DE PARAMETROS INMUNOLOGICOS

Se analizaron los pardmetros inmunoldgicos de los pacientes post-TOS con infeccidn grave e HGG

distribuidos en los grupos con GGIV y No GGIV en dos puntos en el tiempo:

— Tiempo “PRE” o fecha previa a la terapia GGIV o fecha del diagndstico de HGG en el grupo
de No GGIV.

— Tiempo “POST” o a los 3 meses posteriores de la terapia GGIV o fecha del diagndstico de

HGG en el grupo de no expuestos.

ANALISIS ESTADISTICO

Se realizd el andlisis con el programa informatico SPSS. Para comprobar la distribucién de normali-

dad se utilizé la prueba de Kolmogorov-Smirnov.

Las variables continuas fueron expresadas como media con desviacion estandar (DE) o mediana y
rango intercuartilico (RIQ). Las variables categdricas fueron expresadas en conteo absoluto y por-
centaje. Se utilizé las pruebas de T-Student o de la U de Mann-Whitney seglin convenga para varia-
bles continuas y Chi-cuadrado para comparar variables categdricas. Para las comparaciones antes
y después de muestras relacionadas se utilizd la prueba no paramétrica de Wilcoxon. Se utilizé la p
exacta de 2 colas y los valores p<0,05 se consideraron estadisticamente significativos. Se realizé el
analisis de supervivencia de Kaplan Meier considerando la fecha de administracidon de GGIV en la
cohorte expuesta y tiempo similar en la cohorte no expuesta. Para minimizar el sesgo de seleccion

se realizé regresidn logistica uni y multivariable.

ASPECTOS ETICOS

El protocolo clinico fue aprobado por el comité de ética de investigacién clinica (CEIC) del Instituto
de investigacidn sanitaria Gregorio Maraidn Los participantes del estudio dieron su consentimien-

to informado por escrito.
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DEFINICION DE EVENTO DE RE-INFECCION GRAVE

La reinfeccidn grave se definié como infeccion documentada (cultivo positivo y/o definicidn clinica),
gue requirié al menos una dosis de terapia antimicrobiana intravenosa posterior a la primera infu-
sion de GGIV en los expuestos o HGG en los no expuestos. Los episodios infecciosos por citomega-
lovirus tratados con valganciclovir oral y las infecciones por Clostridium difficile tratadas por via oral

también se consideraron infecciones graves en este estudio.

La definicidn de primera infeccidon en ambas cohortes siguid las mismas definiciones.

PROFILAXIS ANTIMICROBIANA

El protocolo de la medicacion profilactica de los pacientes trasplantados suele incluir, salvo excep-
ciones por intolerancia, alergia u otros eventos adversos relacionados con la medicacién, cefazolina
2gr IV 3 veces al dia en el primer dia posterior al trasplante; trimetoprim-sulfametoxazol 160/800
mg via oral dos veces al dia, 2 veces por semana durante el primer afio; nistatina 500,000 Ul via oral
tres veces por dia durante el primer mes y norfloxacina 400 mg via oral, cada 12 horas, durante el
primer mes. Itraconazol suele indicarse en pacientes con algun riesgo de aspergilosis invasiva. En
relacién con la profilaxis CMV, el protocolo usado es hibrido, pues se utiliza una profilaxis seguida
de terapia preventiva para mitigar los riesgos de la terapia anti-CMV. La profilaxis universal con
ganciclovir IV o por valganciclovir por via oral suele ser administrada a los receptores seropositivos
en el periodo post-trasplante temprano de 14 dias. La profilaxis frente a tuberculosis suele adminis-
trarse cuando esta indicada. La inmunizacion previa a la cirugia suele incluir vacuna neumocdcica
y vacuna anti-hepatitis B (si esta indicado). Los pacientes no suelen recibir vacunas neumocdcicas

adicionales posterior al trasplante.

TERAPIA INMUNOSUPRESORA

En el protocolo de la inmunosupresién en trasplantados cardiacos, los pacientes suelen recibir la
terapia de induccién con el antagonista del receptor de la IL-2, Daclizumab o Basiliximab. La dosis
de Daclizumab es de 1mg/Kg via intravenosa, inicialmente dentro de las 24 horas previas al tras-
plante y la dosis siguiente a los 14 dias, pudiendo afiadir mds dosis hasta 5 con el mismo intervalo

de dias. La dosis total estandar de Basiliximab es de 40 mg, administrada en dos dosis de 20 mg
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cada una. La primera dosis de 20 mg suele ser administrada durante las dos horas previas al tras-
plante y la segunda dosis de 20 mg, 4 dias después del trasplante. Tras la reconstitucion suele ser
administrada por inyeccién intravenosa en bolo o con una perfusidn intravenosa. El Daclizumab o
Basiliximab va en combinacién con micofenolato mofetilo (1000mg IV o via oral) y metilprednisolo-

na (500 mg IV) en el periodo post-trasplante inmediato.

La inmunosupresion de mantenimiento incluye micofenolato de mofetilo, prednisona y ciclospori-

na o tacrolimus dependiendo de los efectos adversos.

En el trasplante hepatico hasta el 2013, el protocolo de inmunosupresion en los pacientes trasplan-
tados se basaba en la administracidn de basiliximab sdlo a pacientes con factores de riesgo: insu-
ficiencia renal pre-trasplante (FG menor de 60 ml/ min/1,73 m? o creatinina sérica [Cr] mayor de
1,5 mg/dl), insuficiencia renal post-trasplante inmediato (primeras 48 horas) definida como oliguria
menor de 0,5 ml/kg/h, FG menor de 60 ml/min/1,73 m? o elevacién de Cr mayor de 1,5 mg/dl o en
cirrosis con ascitis refractaria y desnutricidn severa con presencia de insuficiencia renal pre-tras-
plante. En los pacientes que presentaban los factores de riesgo descritos, la dosis a administrar era
de dos perfusiones de 20 mg el dia del trasplante y 4 dias post-trasplante. La segunda dosis se podia
no administrar si el paciente en el cuarto dia mantenia la funcidn renal estable (FG mayor de 60 ml/

min/1,73 m? o Cr menor de 1,2 mg/dl y diuresis mayor de 1 ml/kg/h).

Segun el actual protocolo de inmunosupresion con administracién universal del basiliximab vigente des-
de 2014, todos los pacientes recibirian una primera dosis de 20 mg el dia del trasplante y una segunda
dosis de 20 mg el cuarto dia post-trasplante, que se individualiza segun las caracteristicas basales del
paciente y su evolucidn clinica. La introduccidn del anti-calcineurinico se indica entre el quinto y el sép-

timo dia en los que hayan recibido las dos dosis y el tercero o cuarto dia si sélo han recibido una dosis.

4.4 RESULTADOS

PACIENTES

Se eligieron 82 pacientes trasplantados de érgano sélido con HGG e infeccidn severa distribuidos
a 51 expuestos en el grupo GGIV y a 31 no expuestos en el grupo No GGIV. De los pacientes tras-
plantados 58 fueron cardiacos, 11 hepaticos y 13 renales (TABLA 9). Tras elegir los pacientes, se

codificaron para la revision de historia clinica, obtencidn de datos y analisis posterior.
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TABLA 9. N2 DE PACIENTES POR TRASPLANTE EN LOS GRUPOS GGIV Y NO GGIV

Expuestos No expuestos
Trasplante QGIV No GGIV
Cardiaco 36 22
Hepatico 8 3
Renal 7 6
Total 51 31

TOTAL: 82 participantes

GGIV: Gammaglobulina intravenosa.

Para eludir el sesgo de seleccidn, los controles fueron seleccionados en base al tipo de trasplante
y edad.

Los pacientes presentaron los siguientes niveles de 1gG en el punto pre, antes de la infusion de

GGIV o diagnéstico de HGG en los no expuestos. Tabla 10.

De los 82 pacientes, el 83% presentaron niveles de 1gG<600 mg/dl. Un 11% del total de pacientes
estudiados presentaron niveles de I1gG entre 600 y 650 mg/dl. El 5% de los pacientes presentaron
niveles de IgG entre 650 y 750 mg/dl. Finalmente, 1 paciente, el 1% del total presenté un nivel pre
de 1gG de 722 mg/dl.

TABLA 10 N2 DE PACIENTES (%) POR NIVELES SERICOS INICIALES (PRE) DE IGG EN LOS PACIENTES DE LOS
GRUPOS GGIV Y NO GGIV

Niveles IgG GGIV No GGIV Total
<600mg/dl 45 23 68(83)
600-750 mg/dl 6 8 14(17)
Total, pacientes n=51 n=31 82(100)

GGIV: Gammaglobulina. n=nimero de pacientes.

En la Tabla 11, se presenta los niveles de IgG por trasplante en cada grupo de exposiciéon GGIV y No

GGIV observandose que la mayoria de los pacientes presentan niveles de IgG<600 mg/dl.
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TABLA 11. N2 DE PACIENTES (%) CON NIVELES SERICOS INICIALES (PRE) DE IGG POR TRASPLANTE EN LOS
GRUPOS GGIVY NO GGV

Tipo de trasplante Niveles IgG GGIV No GGIV Total
Cardiaco <600mg/dl 33 15 48(83)
600-750 mg/dl 3 7 10(17)

TOTAL, Cardiacos 58(100)
Hepatico <600mg/dl 6 3 9(82)
600-750 mg/dl 2 2(18)

TOTAL, Hepaticos 11(100)
Renal <600mg/dl 6 5 11(85)
600-750 mg/dl 1 1 2(15)

TOTAL, Renales 13(100)

4.4,.2 CARACTERISTICAS CLIiNICAS

Fueron 31 pacientes del grupo No GGIV seleccionados con una edad media de 61 afios (DE+10)
mientras que en el grupo GGIV de 51 pacientes, la edad media fue 62 afios (DE+17). En el grupo
GGIV el sexo masculino fue de 64.7% de los pacientes mientras que en el grupo de No GGIV fue de
74.2%.

Considerando las comorbilidades, el antecedente registrado en la historia clinica cardioldgica mas
prevalente en ambos grupos fue la dislipidemia, tanto para GGIV con el 43.1% de los trasplantados
y sin GGIV el 61.3%. No hubo diferencias significativas entre la frecuencia de falla renal pre-tras-
plante, Hipertensidn arterial (HTA), Diabetes Mellitus (DM) pre-tratada y la obesidad de los grupos
GGIV y No GGIV (TABLA 12).
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TABLA 12. CARACTERISTICAS CLINICAS DEL ESTUDIO DE COHORTES RETROSPECTIVO

Variable N?‘fﬁlv Valor p
Edad, media + DE 62+17 61+10 0.253
Sexo, % masculino 64.7 74.2 0.177
Insuficiencia renal pre-trasplante % 353 48.4 0.241
Diabetes mellitus pre-tratada % 27.5 25.8 0.286
HTA % 294 324 0.424
Obesidad % 15.7 19.4 0.791
Dislipidemia 431 61.3 0.755

Se utiliza la prueba T-Student para variable cuantitativas y Chi-cuadrado para variables categdricas. Los valores se expresan
en medias con desviacion estdndar (+ DE) y porcentaje (%). p<0.05 se considera estadisticamente significativo. n: nimero de
pacientes. GGIV: Gammaglobulina intravenosa.

4.4.3 USO PREVIO DE PROFILAXIS ANTIMICROBIANA

Comparando los grupos por la medicacién antimicrobiana profilactica protocolizada observamos la
profilaxis con valganciclovir en el 27.5% de los pacientes del grupo GGIV y en el 51.6% del grupo No
GGIV con diferencia significativa entre ambos grupos (p=0.035). Sin embargo, el 51% y 54.8% de los
grupos con GGIV y sin GGIV respectivamente, usaron la profilaxis con ganciclovir. Ademas, se observa
que en el 62% de los pacientes trasplantados del grupo con GGIV y en el 48.4% de los pacientes del
grupo No GGIV recibieron la terapia profilactica con cefalosporina. La profilaxis con norfloxacina se
observé en el 29.4% y 48.4% de los pacientes con GGIV y sin GGIV respectivamente. (TABLA 13)

TABLA 13. TERAPIA ANTIMICROBIANA PROFILACTICA RECIBIDO POR LOS PACIENTES DEL ESTUDIO DE
COHORTES RETROSPECTIVO

Parametro
Profilaxis valganciclovir % 27.5 51.6 0.035
Profilaxis ganciclovir, % 51 54.8 0.821
Profilaxis cefalosporina, % 61 74.2 0.242
Profilaxis norfloxacina % 29.4 48.4 0.101

Se utiliza la prueba Chi-cuadrado para variables categdricas. Los valores se expresan porcentaje (%). p<0.05 se considera
estadisticamente significativo. n: nimero de pacientes. GGIV: Gammaglobulina intravenosa.
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4.4.4 USO DE TERAPIA INMUNOSUPRESORA DE INDUCCION

El uso de terapia de induccién inmunosupresora con basiliximab se observéd en el 64.7% de los
pacientes del grupo GGIV y en el 74.2% de los pacientes en el grupo No GGIV. La induccién con
timoglobulina se observa en el 9.8% de los pacientes que recibieron GGIV mientras que ninguno de
los pacientes del grupo de No GGIV lo recibieron como profilaxis. (TABLA 14)

TABLA 14. TERAPIA INMUNOSUPRESORA DE INDUCCION RECIBIDO POR LOS PACIENTES DEL ESTUDIO DE
COHORTES RETROSPECTIVO

No GGIV

Parametro n=31 Valor p
Inmunosupresion de induccién de basiliximab, % 64.7 74.2 0.466
Induccion de timoglobulina % 9.8 0

Se utiliza la prueba Chi-cuadrado para variables categdricas. Los valores se expresan porcentaje (%). p<0.05 se considera

estadisticamente significativo. n: nimero de pacientes. GGIV: Gammaglobulina intravenosa.

4.4.5 CARACTERISTICAS POR TIPO DE TRASPLANTE

4.4.5.1 POR TRASPLANTE CARDIACO

4.4.5.1.1 CARACTERISTICAS CLINICAS

De 58 pacientes post trasplantados cardiacos con infeccion severa e HGG, se distribuyeron 36 pa-
cientes en el grupo de GGIV y 22 pacientes en el grupo de No GGIV. La edad media fue similar en

ambos grupos. El sexo masculino fue prevalente en ambos grupos.

Considerando las comorbilidades, la dislipidemia fue la mas prevalente en ambos grupos, con 50%
de los pacientes en el grupo GGIV y el 72% de los pacientes en el grupo No GGIV. No hubo dife-
rencias estadisticamente significativas entre la frecuencia de falla renal pre-trasplante, HTA, DM
pre-tratada y la obesidad de los grupos GGIV y No GGIV. TABLA 15.
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TABLA 15. CARACTERISTICAS CLINICAS DE LOS PACIENTES POST-TRASPLANTADOS CARDIACOS DEL ESTUDIO
DE COHORTES RETROSPECTIVO

No GGIV

Variable n=22 Valor p
Edad, media + DE 60.55£17.6 60.1+10.5 0.912
Sexo % masculino 63.9 68.2 0.783
Insuficiencia renal pre-trasplante % 30.6 40.9 0.570
Diabetes mellitus pre-tratada % 27.8 27.3 1.00
HTA % 25 22.7 1.00
Obesidad % 16.7 27.3 0.505
Dislipidemia % 50 72.7 0.106

Se utiliza la prueba T-Student para variable cuantitativas y Chi-cuadrado para variables categdricas. Los valores se expresan
en medias con desviacion estdndar (+ DE) y porcentaje (%). p<0.05 se considera estadisticamente significativo. n: nimero de
pacientes. GGIV: Gammaglobulina intravenosa.

4.4.51.2 USO PREVIO DE PROFILAXIS ANTIMICROBIANA

En los pacientes trasplantados cardiacos observamos que la medicacién antimicrobiana profilactica
protocolizada como el uso profilactico de valganciclovir se encuentra solo en el 33.3% de los pa-
cientes del grupo GGIV mientras que en el 59.1% de los pacientes del grupo No GGIV si la recibie-
ron (p=0.063). No hubo diferencias significativas del uso profilactico de ganciclovir, cefalosporina,

norfloxacina entre los grupos con GGIV y sin GGIV. (TABLA 16)

TABLA 16. TERAPIA ANTIMICROBIANA PROFILACTICA RECIBIDO POR LOS PACIENTES POST-TRASPLANTADOS
CARDIACOS DEL ESTUDIO DE COHORTES RETROSPECTIVO

No GGIV

Variable n=22 Valor p
Profilaxis valganciclovir % 333 59.1 0.063
Profilaxis ganciclovir, % 63.9 77.3 0.430
Profilaxis cefalosporina, % 66.7 81.8 0.441
Profilaxis norfloxacina % 41.7 63.6 0.175

Se utiliza la prueba Chi-cuadrado para variables categdricas. Los valores se expresan porcentaje (%). p<0.05 se considera
estadisticamente significativo. n: numero de pacientes. GGIV: Gammaglobulina intravenosa.
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4.4.5.1.3 USO DE TERAPIA INMUNOSUPRESORA DE INDUCCION

El uso de terapia de induccion inmunosupresora con basiliximab se observo en el 61.1% de los pacien-
tes del grupo GGIV y en el 77.3% de los pacientes en el grupo No GGIV, sin diferencia estadistica. La
induccion con timoglobulina se observa en el 8.3% de los pacientes que recibieron GGIV mientras que

ninguno de los pacientes del grupo de No GGIV lo recibieron como profilaxis. (TABLA 17)

TABLA 17. TERAPIA INMUNOSUPRESORA DE INDUCCION RECIBIDO POR LOS PACIENTES POST-
TRASPLANTADOS CARDIACOS DEL ESTUDIO DE COHORTES RETROSPECTIVO

. No GGIV
Variable n=22 Valor p
Terapia de induccidn con basiliximab, % 61.1 77.3 0.522
Induccion de timoglobulina % 83

Se utiliza la prueba Chi-cuadrado para variables categdricas. Los valores se expresan porcentaje (%). p<0.05 se considera
estadisticamente significativo. n: nimero de pacientes. GGIV: Gammaglobulina intravenosa.

4.4.5.2 POR TRASPLANTE HEPATICO

4.4.5.2.1 CARACTERISTICAS CLINICAS

De 11 pacientes post trasplantados hepaticos, se distribuyeron 8 en el grupo de GGIV y 3 en el
grupo de No GGIV. No hubo diferencias estadisticamente significativas para la edad media, el
porcentaje del sexo masculino, las comorbilidades de DM-pre-tratada entre los grupos con GGIV
y No GGIV. No se encontrd antecedentes de dislipidemia en los registros histéricos de ambos gru-
pos. Se observa pacientes post trasplantados hepaticos con antecedente de falla renal pre-tras-
plante y obesidad en el grupo de GGIV mientras que no se observa ningun paciente en el grupo
No GGIV. Ademas, en el grupo de GGIV no se observan con antecedentes de HTA a diferencia del
grupo No GGIV. (TABLA 18)
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TABLA 18. CARACTERISTICAS CLINICAS DE LOS PACIENTES POST-TRASPLANTADOS HEPATICOS DEL ESTUDIO
DE COHORTES RETROSPECTIVO

Variable Noniglv
Edad, media + DE 64.12£11.6 65.514.4 0.854
Sexo, % masculino 62.5 66.7 1.00
Falla renal pre-trasplante % 12.5 0
Diabetes mellitus pre tratada % 12.5 333 1.00
HTA % 0 333 0.273
Obesidad 12.5 0
Dislipidemia % 0 0

Se utiliza la prueba T-Student para variable cuantitativas y Chi-cuadrado para variables categdricas. Los valores se expresan
en medias con desviacion estdndar (+ DE) y porcentaje (%). p<0.05 se considera estadisticamente significativo. n: nimero de
pacientes. GGIV: Gammaglobulina intravenosa.

4.4.5.2.2 USO PREVIO DE PROFILAXIS ANTIMICROBIANA

Comparando los grupos por la medicacién antimicrobiana profilactica protocolizada observamos el
uso profilactico de ganciclovir en el 25% de los pacientes en el grupo GGIV mientras que en el grupo
de No GGIV no recibieron la medicacion. Por otro lado, la profilaxis con norfloxacina se observé en
el 33.3% de los pacientes trasplantados hepaticos en el grupo sin GGIV mientras que los pacientes

con GGIV no recibieron la quinolona profilactica.

No se encontrd en los registros profilaxis con valganciclovir ni cefalosporina recibida. (TABLA 19)

TABLA 19. TERAPIA ANTIMICROBIANA PROFILACTICA RECIBIDO POR LOS PACIENTES POST-TRASPLANTADOS
HEPATICOS DEL ESTUDIO DE COHORTES RETROSPECTIVO

Variable
Profilaxis valganciclovir % 0 0
Profilaxis ganciclovir, % 25 0
Profilaxis cefalosporina, % 0 0
Profilaxis norfloxacina % 0 33.3

Se utiliza la prueba Chi-cuadrado para variables categdricas. Los valores se expresan porcentaje (%). p<0.05 se considera
estadisticamente significativo. n: nimero de pacientes. GGIV: Gammaglobulina intravenosa
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4.4.5.2.3 USO DE TERAPIA INMUNOSUPRESORA DE INDUCCION

El uso de terapia de induccidon inmunosupresora con basiliximab se observé en el 62.5% y 66.7% de

los pacientes trasplantados hepaticos de los grupos con GGIV y sin GGIV respectivamente. (TABLA 20)

TABLA 20. TERAPIA INMUNOSUPRESORA DE INDUCCION RECIBIDO POR LOS PACIENTES POST-
TRASPLANTADOS HEPATICOS DEL ESTUDIO DE COHORTES RETROSPECTIVO

Variable (i.(ilsv Nonggilv Valor p
Terapia de induccidn con basiliximab, % 62.5 66.7 0.453

Se utiliza la prueba Chi-cuadrado para variables categdricas. Los valores se expresan porcentaje (%). p<0.05 se considera
estadisticamente significativo. n: nimero de pacientes. GGIV: Gammaglobulina intravenosa.

4.4.5.3 POR TRASPLANTE RENAL

4.4.5.3.1 CARACTERISTICAS CLINICAS

De 13 pacientes post trasplantados renales, se distribuyeron 7 en el grupo de GGIV y 6 en el grupo de
No GGIV. No hubo diferencias en la edad media y el porcentaje del sexo masculino en ambos grupos
de GGIV y No GGIV. Considerando las comorbilidades, |a falla renal pre-trasplante fue la mas preva-
lente en ambos grupos. Tampoco hubo diferencias entre las comorbilidades de HTA, dislipidemia y
DM pre-tratada entre los grupos con GGIV y sin GGIV. Finalmente, el 14.3% de los pacientes trasplan-

tados que recibieron GGIV presenté obesidad y ningln paciente en el grupo No GGIV. (TABLA 21).

TABLA 21. CARACTERISTICAS CLINICAS DE LOS PACIENTES POST-TRASPLANTADOS RENALES DEL ESTUDIO DE
COHORTES RETROSPECTIVO

GGIV No GGIV

Variable h=7 h=6 Valor p

Edad, media + DE 69.7£15.9 64.3818.8 0.912
Género, % masculino 71.4 83.3 1.00
Falla renal pre-trasplante % 100 100

Diabetes mellitus pre tratada % 42.9 16.7 0.559
HTA % 85.7 66.7 0.559
Obesidad % 14.3 0

Dislipidemia % 57.1 50 1.00

Se utiliza la prueba T-Student para variable cuantitativas y Chi-cuadrado para variables categdricas. Los valores se expresan
en medias con desviacion estdndar (+ DE) y porcentaje (%). p<0.05 se considera estadisticamente significativo. n: nimero de
pacientes. GGIV: Gammaglobulina intravenosa.
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4.4.5.3.2 USO PREVIO DE PROFILAXIS ANTIMICROBIANA

Analizando los grupos por la medicacién antimicrobiana profilactica protocolizada observamos que
tanto para el uso profilactico de valganciclovir como de cefalosporina no hubo diferencias signi-
ficativas entre los grupos GGIV y No GGIV. La profilaxis con ganciclovir se observa en el 14.3% de
los pacientes del grupo GGIV, sin embargo, los pacientes del grupo GGIV no lo recibieron. Ningun

paciente recibié norfloxacina profilactica. (TABLA 22)

TABLA 22. TERAPIA ANTIMICROBIANA PROFILACTICA RECIBIDO POR LOS PACIENTES POST-TRASPLANTADOS
RENALES DEL ESTUDIO DE COHORTES RETROSPECTIVO

Variable No C_;GIV Valor p
n=6
Profilaxis valganciclovir % 28.6 50 1.00
Profilaxis ganciclovir, % 14.3 0
Profilaxis cefalosporina, % 100 83.3 0.774
Profilaxis norfloxacina % 0 0

Se utiliza la prueba Chi-cuadrado para variables categdricas. Los valores se expresan porcentaje (%). p<0.05 se considera
estadisticamente significativo. n: nimero de pacientes. GGIV: Gammaglobulina intravenosa.

4.4.5.3.3 USO DE TERAPIA INMUNOSUPRESORA DE INDUCCION

El uso de terapia de induccidén inmunosupresora con basiliximab se observé en el 85.7% y 66.7%
en los grupos con GGIV y No GGIV respectivamente. Finalmente, el 28.6% del grupo GGIV recibid la
induccidén de timoglobulina y ningun paciente del grupo de No GGIV la recibié. (TABLA 23)

TABLA 23. TERAPIA INMUNOSUPRESORA DE INDUCCION RECIBIDO POR LOS PACIENTES POST-
TRASPLANTADOS RENALES DEL ESTUDIO DE COHORTES RETROSPECTIVO

. No GGIV
Variable n=6
Terapia de induccion con basiliximab, % 85.7 66.7 0.754
Induccion de timoglobulina % 28.6 0

Se utiliza la prueba Chi-cuadrado para variables categdricas. Los valores se expresan porcentaje (%). p<0.05 se considera
estadisticamente significativo. n: nimero de pacientes. GGIV: Gammaglobulina intravenosa.
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4.4.6 PARAMETROS INMUNOLOGICOS

4.4.6.1 PARAMETROS CELULARES

En la TABLA 24 se presenta una comparacion de los parametros inmunoldgicos de los pacientes
post trasplantados en cada punto de estudio en el intervalo de 3 meses; el primer punto, el tiempo
denominado pre y en el segundo punto, a los 3 meses posteriores de la infusion de GGIV en el gru-

po de expuestos o diagndstico de HGG en el grupo de no expuestos.

Se observa en la TABLA 24, en el punto pre, un nivel menor de linfocitos totales en el grupo que
recibié GGIV en comparacion con los que no recibieron, mediana (RIQ) 500 (200-975) vs. 800 (350-
1300), p=0,052 y a los 3 meses posteriores, los niveles de linfocitos totales aumentaron en am-
bos grupos estudiados con diferencia estadisticamente significativa entre ellos, mediana (RIQ) 950
(500-1325) vs. 1250 (900-2075), p=0.019. También podemos observar que la cifra de monocitos/
mm?3 es menor en el grupo de GGIV en comparacion con el grupo de No GGIV, mediana (RIQ) 400
(200-600) vs. 500 (300-850), p=0.056.

TABLA 24. PARAMETROS CELULARES DEL TOTAL DE PACIENTES TRASPLANTADOS DEL ESTUDIO DE
COHORTES RETROSPECTIVO

GGIV No GGIV
n=51 n=31
Parametro
mediana RIQ mediana RIQ
Linfocitos Totales/mm?3 Pre 500 200-975 800 350-1300 0.052
3m 950 500-1325 1250 900-2075 0.018
Neutréfilos/mm3 Pre 3800 1100-7100 5800 2250-8675 0.169
3m 2650 1575-3825 3100 2375-4300 0.217
Monocitos/mm3 Pre 400 200-600 500 300-850 0.056
3m 500 300-600 500 325-700 0.483

Se utiliza la prueba de la U de Mann-Whitney para variables cuantitativas no paramétricas. Los valores se expresan con la
mediana y rango Intercuartilico (RIQ). p<0.05 se considera estadisticamente significativo. n: nimero de pacientes. GGIV:

Gammaglobulina intravenosa.
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4.4.6.2 PARAMETROS DEL COMPLEMENTO

Considerando el sistema del complemento, en el punto, pre, se observa un valor menor de C3, aun-
gue no significativo en el grupo que recibié GGIV en comparacién con los que no recibieron GGIV,
mediana (RIQ) 77.5 (62.8- 98.8) vs. 91.4 (74.4 — 123.3), p=0.073. (TABLA 25)

TABLA 25. FACTORES DEL COMPLEMENTO DEL TOTAL DE PACIENTES TRASPLANTADOS DEL ESTUDIO DE
COHORTES RETROSPECTIVO

GGIV No GGIV
, n=51 n=31
Parametro
mediana RIQ mediana }{[0] Valor p
c Pre 77.5 62.8-98.8 914 74.4-123.3 0.074
3m 101.5 83.8-119.5 107.5 76.4-118.8 0.862
ca Pre 18.1 13.7-25.5 21.2 17.2-28.8 0.175
3m 24.9 16.8-27.7 26.3 17.1-31.9 0.416

Se utiliza la prueba de la U de Mann-Whitney para variables cuantitativas no paramétricas. Los valores se expresan con la
mediana y rango Intercuartilico (RIQ). p<0.05 se considera estadisticamente significativo. n: nimero de pacientes. GGIV:
Gammaglobulina intravenosa. C3: Complemento 3. C4: Complemento 4.

4.4.6.3 FENOTIPO TBNK

En la TABLA 26, se realiza la comparacion de la distribucion de las subpoblaciones TBNK de los pa-
cientes post-trasplantados de érgano sélido con infeccidn severa e HGG en los dos puntos estudia-

dos, pre y a los 3 meses posteriores a la infusiédn de GGIV o diagndstico de HGG.

En la TABLA 26 observamos en el primer punto, pre, un nivel menor significativo del conteo abso-
luto de CD3 en el grupo expuesto a GGIV en comparacion a los no expuestos, mediana (RIQ) 300
(137.8-640) vs. 775.5(383-1045.5), p=0,001. También, para el conteo absoluto de CD4 en el punto
pre encontramos una disminucién significativa en el grupo de GGIV en comparacién del grupo No
GGIV, mediana (RIQ) 191.5 (81.5-356.8) vs. 473.5 (240.8-718.8), p=0,001 y para CD8 de forma simi-
lar, mediana (RIQ) 79.5 (47.8-212.8) vs. 252(125.8- 455.8), p=0,001. Ademas, los valores absolutos
de NK en el punto pre del grupo de GGIV fue menor significativamente en comparacidn con el gru-
po No GGIV, mediana (RIQ) 300 (137.8-640) vs. 775.5(383-1045.5), p=0,001.
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TABLA 26. FENOTIPO LINFOCITARIO DEL TOTAL DE PACIENTES TRASPLANTADOS DEL ESTUDIO DE COHORTES

RETROSPECTIVO

No GGIV
n=31

Parametro

Valor absoluto mediana RIQ mediana RIQ Valor p
LT CD3+ Pre 300.5 137.8-640 775.5 383-1045.5 0.001
3m 1009 514-1137.3 1459 794.3-2082.5 0.123
LT CD4+ Pre 1915 81.5-356.8 473.5 240.8-718.8 0.001
3m 604.5 206.3-683 876.5 403.3- 1421.5 0.108
LT CD8+ Pre 79.5 47.8-212.8 252 125.8-455.8 0.001
3m 274.5 156.3-449.3 436.5 322.3-752 0.061
NK Pre 30.5 17.3-72.3 75 31-133.25 0.009
3m 88.5 51-132.3 139.5 69.3-299.5 0.287
LT CD19+ Pre 85.5 51.3-136 117 55-357 0.078
3m 59 29.5-86.8 75 42.5-276.5 0.485

Se utiliza la prueba de la U de Mann-Whitney para variables cuantitativas no paramétricas. Los valores se expresan con la
mediana y rango Intercuartilico (RIQ). p<0.05 se considera estadisticamente significativo. n: nimero de pacientes. GGIV:
Gammaglobulina intravenosa.

4.4.6.4 COMPARACION DE LA RECONSTITUCION DE LOS PARAMETROQS
INMUNOLOGICOS

En la TABLA 27 se muestra la reconstitucion de pardmetros inmunolégicos en el periodo de estudio
de 3 meses, entre los valores Pre y a los 3 meses posteriores a la infusién de GGIV o diagndstico de
HGG en los pacientes del grupo No GGIV.

Analizando los valores del grupo GGIV se observa un aumento significativo para los pardmetros de
C3,pre, mediana (RIQ) 77.5 (62.8- 98.8) vs. 3m,101.5(83.8- 119.5), p=0,01; C4,pre, mediana (RIQ)
18.1 (13.7-25.5) vs. 3m, 24.9(16.8- 27.7), p=0,005; linfocitos totales/mm?3,pre, mediana (RIQ) 500
(200-975) vs. 3m, 950 (500-1325), p=0.005; CD3,pre, mediana (RIQ) 300.5(137.8 — 640) vs. 3m,
1009 (514-1137.3), p=0.020; CD4,pre: mediana (RIQ) 191.5 (81.5-356.8) vs. 3m, 604.5(206.3-683),
p=0.005; CD8, pre, mediana (RIQ) 79.5 (47.8- 212.8) vs. 3m, 274.5 (156.3-449.3), p=0.015; y NK,
pre, mediana (RIQ) 30.5 (17.3-72.3) vs. 3m, 88.5 (51-132.3), p=0,012.

En el grupo No GGIV se observa aumento de los valores absolutos de linfocitos a los 3 meses poste-
riores al diagnodstico de HGG, pre, mediana (RIQ) 800 (350-1300) vs. 3m,1250 (900-2075), p=0,05.
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TABLA 27. RECONSTITUCION DE PARAMETROS CELULARES, FACTORES DEL COMPLEMENTO Y FENOTIPO
LINFOCITARIO DEL TOTAL DE PACIENTES TRASPLANTADOS DEL ESTUDIO DE COHORTES RETROSPECTIVO

Mediana
(RIQ)
Parametro
Linfocitos Totales /mm? 500 950 0.005 800 1250 0.05
(200-975)  (500-1325) (350-1300) (900-2075)
c3 77.5 1015 0.01 91.4 107.5 0.233
(62.8-98.8) (83.8-119.5) (74.4-123.3) (76.4-118.8)
ca 18.1 24.9 0.005 21.2 26.3 0.807
(13.7-25.5)  (16.8-27.7) (17.2-28.8)  (17.1-31.9)
LT CD3+ 300.5 1009 0.020 775.5 1459 0.063
(137.8-640) (514-1137.3) (383-1045.5)  (794.3-2082.5)
LT CD4+ 1915 604.5 0.005 473.5 876.5 0.063
(81.5-356.8)  (206.3-683) (240.8-718.8) (403.3- 1421.5)
LT CD8+ 79.5 274.5 0.015 252 436.5 0.188
(47.8-212.8) (156.3-449.3) (125.8-455.8)  (322.3-752)
NK 30.5 88.5 0.012 75 139.5 0.063
(17.3-72.3) (51-132.3) (31-133.25) (69.3-299.5)

Los valores de los pardmetros son absolutos y se expresan con la mediana y rango Intercuartilico (RIQ). Se utiliza la prueba no
paramétrica de Wilcoxon para muestras relacionadas (antes y después). p<0.05 se considera estadisticamente significativo. n:
numero de pacientes. GGIV: Gammaglobulina intravenosa. C3: Complemento 3. C4: Complemento 4.

4.4.7 PARAMETROS INMUNOLOGICOS POR TIPO DE TRASPLANTE

4.4.7.1 POR TRASPLANTE CARDIACO

4.4.7.1.1 PARAMETROS CELULARES

En la TABLA 28 se presenta una comparacion de los parametros inmunoldgicos de los pacientes
trasplantados cardiacos estudiados en dos puntos, en el primer punto en el tiempo denominado
pre y a los 3 meses posteriores de la infusidon de GGIV en el grupo de expuestos o diagndstico de
HGG en el grupo no expuestos.

En el primer punto, pre, se observa un nivel menor de linfocitos totales en el grupo que recibié
GGIV en comparacion con los que no recibieron, mediana (RIQ) 500 (200-975) vs. 900 (400-1300),
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p=0,05, y a los 3 meses posteriores, los niveles de linfocitos totales aumentaron en ambos grupos
estudiados, aunque mantuvieron una diferencia significativa, GGIV: mediana (RIQ) 1000 (400-1400)
vs. 1500 (900-2400), p=0.017.

TABLA 28. PARAMETROS CELULARES DE LOS PACIENTES TRASPLANTADOS CARDIACOS DEL ESTUDIO DE
COHORTES RETROSPECTIVO

GGIV No GGIV
Parametro n=36 n=22 Valor p
mediana RIQ mediana {[e]
Linfocitos Totales/mm3 pre 500 (200-975) 900 (400-1300) 0.050
3m 1000 (400-1400) 1500  (900-2400)  0.017
Neutréfilos/mm3 pre 4500 (1400-7200) 5000 (2250-8325) 0.468
3m 2800 (1500-4200) 3100 (2300-4000) 0.326
Monocitos/mm3 pre 400 (200-700) 500 (300-800) 0.251
3m 400 (300-600) 500 (300-700) 0.362

Los valores son absolutos y se expresan con la mediana y rango Intercuartilico (RIQ). Se utiliza la prueba de la U de Mann-
Whitney. p<0.05 se considera estadisticamente significativo. n: nimero de pacientes. GGIV: Gammaglobulina intravenosa.

4.4.7.1.2 FACTORES DEL COMPLEMENTO

Considerando el sistema del complemento, en el primer punto, pre, se observa un valor menor sig-
nificativo de C3 en el grupo que recibié GGIV en comparacion con los que no recibieron, mediana
(RIQ) 77.38 (60.8- 99.9) vs. 91.6 (76.75 — 124.5), p=0.038 y a los 3 meses los valores se normaliza-
ron en el grupo de GGIV sin diferencia estadisticamente significativa respecto al grupo de No GGIV.
(TABLA 29)

TABLA 29. FACTORES DEL COMPLEMENTO DE LOS PACIENTES TRASPLANTADOS CARDIACOS DEL ESTUDIO DE
COHORTES RETROSPECTIVO

GGIV No GGIV
Parametro n=51 n=31
mediana RIQ mediana RIQ Valor p
c pre 77.382 (60.85-99.9) 91.6 (76.75-124.5) 0.038
3m 95 (83.25-116) 112 (74.8-119) 0.986
ca pre 18.15 (14.5- 26) 23 (19.25-29.15) 0.115
3m 24.6 (16.78-27.7) 26.7 (16.1-31.2) 0.624

Se utiliza la prueba de la U de Mann-Whitney para variables cuantitativas no paramétricas. Los valores se expresan con la
mediana y rango Intercuartilico (RIQ). p<0.05 se considera estadisticamente significativo. n: numero de pacientes. GGIV:
Gammaglobulina intravenosa.C3: Complemento 3. C4: Complemento 4.
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4.4.7.1.3 FENOTIPO TBNK

La comparacién de la distribucidn de las subpoblaciones TBNK de los pacientes trasplantados car-
diacos expuestos a GGIV y No GGIV en 2 puntos, pre y 3 meses posteriores de la infusién de GGIV

0 HGG segun el grupo de exposicion se presenta en la TABLA 30.

En la TABLA 30 observamos en el primer punto, PRE, un nivel menor significativo del conteo abso-
luto de CD3 en el grupo expuesto a GGIV en comparacidn a los no expuestos, mediana (RIQ) 279.5
(143.25-663) vs. 775.5(357-998-75), p=0,004 y a los 3 meses posteriores, el conteo absoluto de CD3
aumentaron en ambos grupos estudiados, aunque permanecia la diferencia significativa entre ellos,
mediana (RIQ) 1007 (429.5-1125.5) vs. 1895 (927-2087), p=0.048. También, en el punto pre encon-
tramos una disminucién significativa en el grupo de GGIV en comparacion del grupo No GGIV tanto
para el conteo absoluto de CD4, mediana (RIQ) 181 (82.5-479.5) vs. 473.5 (188.5-693), p=0,014, como
para CD8, mediana (RIQ) 72 (49.3-208.8) vs. 250 (132.8-338), p=0,002. A los 3 meses posteriores de
la exposicidn, el conteo absoluto de CD4 y CD8 aumentaron en ambos grupos de exposicion, aunque
permanecio la diferencia significativa para CD4, mediana (RIQ) 599 (175-724.5) vs. 1033 (592.5-1474),
p=0,039, como para CD8, mediana (RIQ) 258 (147-431) vs. 445 (321.5-782), p=0,046.

TABLA 30. FENOTIPO LINFOCITARIO DE LOS PACIENTES TRASPLANTADOS CARDIACOS DEL ESTUDIO DE
COHORTES RETROSPECTIVO

GGIV No GGIV
Parametro
mediana {[e] mediana RIQ
LT CD3+ pre 279.5 (143.25-663) 775.5 (357-998-75) 0.004
3m 1007 (429.5-1125.5) 1895 (927-2087) 0.048
LT CD4+ pre 181 (82.5-479.5) 473.5 (188.5-693) 0.014
3m 599 (175-724.5) 1033 (592.5-1474) 0.039
LT CD8+ pre 72 (49.3-208.8) 250 (132.8-338) 0.002
3m 258 (147-431) 445 (321.5-782) 0.046
NK pre 30.5 (15.75-79.75) 62 (25.75-133.75) 0.090
3m 70 (51-130) 113 (55.5-268) 0.436
LT CD19+ pre 86 (52-142) 133 (83-309) 0.083
3m 69 (29-88) 75 (42.5-276.5) 0.541

Se utiliza la prueba de la U de Mann-Whitney para variables cuantitativas no paramétricas. Los valores se expresan con la
mediana y rango Intercuartilico (RIQ). p<0.05 se considera estadisticamente significativo. n: nimero de pacientes. GGIV:
Gammaglobulina intravenosa.
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4.4.7.1.4 COMPARACION DE LA RECONSTITUCION DE LOS PARAMETROS
INMUNOLOGICOS EN LOS TRASPLANTADOS CARDIACOS

En la TABLA 31 se observa la reconstitucidon de parametros inmunoldgicos en el periodo de estudio
de 3 meses, entre los valores Pre y a los 3 meses posteriores a la infusién de GGIV o diagndstico de
HGG en los pacientes post-TOS estudiados de ambos grupos, con GGIV y No GGIV.

Analizando los valores del grupo GGIV se observa un aumento significativo para los pardmetros de
linfocitos totales, pre: mediana (RIQ) 500 (200-700) vs. 3m: 1000(400-1400), p=0,003. En el grupo
no expuesto se encuentra un aumento no significativo para los linfocitos totales, pre: mediana
(RIQ) 900 (400-1300) vs. 3m: 1500(900-2400), p=0,071. TABLA 31

Analizando los valores del grupo GGIV se observa un aumento significativo para los pardmetros
CD4, pre, mediana (RIQ) 181 (82.5-479.5) vs. 3m: 599 (175-724.5), p=0.018; CD8, pre, mediana
(RIQ) 72 (49.25- 208.75) vs. 3m: 258 (147-431), p=0.043 y NK, pre, mediana (RIQ) 30.5 (15.75-
79.75) vs. 3m: 70 (51-130), p=0,020. En el grupo de No GGIV no se observa aumento significativo
del fenotipo TBNK. TABLA 32.

TABLA 31. RECONSTITUCION DE PARAMETROS CELULARES Y FACTORES DEL COMPLEMENTO DE LOS
PACIENTES TRASPLANTADOS CARDIACOS DEL ESTUDIO DE COHORTES RETROSPECTIVO

Parametro NO GGIV
mediana (RIQ) pre 3m
Linfocitos totales 500 1000 0.003 900 1500 0.071
/mm? (200-700) (400-1400) (400-1300)  (900-2400)
Neutréfilos 4500 2800 0.103 5500 3100 0.241
/ mm?3 (1400-7200) (1500-4200) (2250-8325)  (2300-4000)
Monocitos 400 400 0.389 500 500 0.829
/ mm?3 (200-700) (300-600) (300-800) (300-700)
C3 77.38 95 0.093 91.6 112 0.109

(60.85-99.9)  (83.25-116) (76.75-124.5)  (74.8-119)
ca 18.15 24.6 0.056 23 26.7 0.578
(14.475-26.025)  (16.8-27.7) (19.25-29.15)  (16.1-31.2)

Los valores de los pardmetros son absolutos y se expresan con la mediana y rango Intercuartilico (RIQ). Se utiliza la prueba no
paramétrica de Wilcoxon para muestras relacionadas (antes y después). p<0.05 se considera estadisticamente significativo. n:
numero de pacientes. GGIV: Gammaglobulina intravenosa. C3: Complemento 3. C4: Complemento 4.

94



PARTE I
4. ESTUDIO 2

TABLA 32. RECONSTITUCION DEL FENOTIPO LINFOCITARIO DE LOS PACIENTES TRASPLANTADOS CARDIACOS
EN LOS GRUPOS GGIV Y NO GGIV

Parametro No GGIV
Mediana 3m Valor p
(RIQ)
LT CD3+ 279.5 1007 0.058 775.5 1895 0.063
(143.25-663) (429.5-1125.5) (357-998.75)  (927-2087)
LT CD4+ 181 599 0.018 473.5 1033 0.063
(82.5-479.5)  (175-724.5) (188.5-693)  (592.5-1474)
LT CD8+ 72 258 0.043 250 445 0.188
(49.25-208.75)  (147-431) (132.75-338)  (321.5-782)
NK 30.5 70 0.020 62 113 0.063
(15.75-79.75) (51-130) (25.75-133.75)  (55.5-268)
LT CD19+ 86 69 0.235 133 75 0.438
(52-142) (29-88) (83-309) (42.5-276.5)

Los valores de los pardmetros son absolutos y se expresan con la mediana y rango Intercuartilico (RIQ). Se utiliza la prueba no
paramétrica de Wilcoxon para muestras relacionadas (antes y después). p<0.05 se considera estadisticamente significativo. n:
numero de pacientes. GGIV: Gammaglobulina intravenosa.

4.4.7.2 POR TRASPLANTE HEPATICO

4.4.7.2.1 PARAMETROS CELULARES

En la TABLA 33 se presenta una comparacion de los parametros inmunoldgicos de los pacientes
trasplantados hepaticos en los dos grupos de exposicion, con GGIV y sin GGIV, en el primer punto
pre y a los 3 meses posteriores de la infusion de GGIV en el grupo de expuestos o del diagndstico

de HGG en el grupo de no expuestos.

En el primer punto, pre, se observa un nivel menor de monocitos totales en el grupo que recibié
GGIV en comparacion con los que no recibieron, mediana (RIQ) 281 (125-375) vs. 600 (500-1900),
p=0,030y a los 3 meses posteriores, los niveles de linfocitos totales aumentaron en ambos grupos

sin diferencia significativa.
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TABLA 33. PARAMETROS CELULARES DE LOS PACIENTES TRASPLANTADOS HEPATICOS DEL ESTUDIO DE
COHORTES RETROSPECTIVO

GGIV No GGIV
Parametro n=8 n=3
mediana RIQ mediana RIQ Valor p
Linfocitos Totales/mm3®  pre 550 (225-975) 800 (200-2600) 0.661
3m 650 (475-1150) 1000 (675-1300) 0.464
Neutréfilos/mm3 pre 2315.5 (550-4300) 8900 (3100-15200) 0.133
3m 2050 (1450-2300) 3850 (2335-3925) 0.071
Monocitos/mm? pre 281 (125-375) 600 (500-1900) 0.030
3m 500 (200-725) 450 (225-925) 1.00

Los valores son absolutos y se expresan con la mediana y rango Intercuartilico (RIQ). Se utiliza la prueba de la U de Mann-
Whitney. p<0.05 se considera estadisticamente significativo. n: nimero de pacientes. GGIV: Gammaglobulina intravenosa.

4.4.7.2.2 FACTORES DEL COMPLEMENTO

Considerando los factores del complemento, en los trasplantados hepaticos no se observaron dife-
rencias significativas entre los grupos GGIV y No GGIV en los puntos pre y a los 3 meses posteriores

a lainfusidon de GGIV o HGG en el grupo de no expuestos. (TABLA 34)

TABLA 34. FACTORES DE COMPLEMENTO DE LOS PACIENTES TRASPLANTADOS HEPATICOS DEL ESTUDIO DE
COHORTES RETROSPECTIVO

No GGIV
Parametro n=3
mediana }{[0] mediana RIQ Valor p
c3 pre 72.55 (52.3-112.83) 50.3 (49.3-74.4) 0.381
3m 83.9 (39.4-97) 90.45 (50.53- 0.500
ca pre 10.75 (7.6-21.6) 10.5 (9-15) 0.905
3m 10.3 (7.8-21) 15.65 (8.4-24.1) 0.500

Se utiliza la prueba de la U de Mann-Whitney para variables cuantitativas no paramétricas. Los valores se expresan con la
mediana y rango Intercuartilico (RIQ). p<0.05 se considera estadisticamente significativo. n: nimero de pacientes. GGIV:

Gammaglobulina intravenosa. C3: Complemento 3. C4: Complemento 4.
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4.4.7.2.3 FENOTIPO TBNK

La comparacion de la distribucion de las subpoblaciones TBNK de los pacientes trasplantados he-
paticos expuestos a GGIV y No GGIV en 2 puntos, pre y 3 meses posteriores de la infusién de GGIV

0 HGG segun el grupo de exposicion se presenta en la TABLA 35.

En la TABLA 35 observamos en el primer punto, pre, un nivel menor del conteo absoluto de CD4
en el grupo expuesto a GGIV en comparacion a los no expuestos, mediana (RIQ) 251 (63-313) vs.
807.5.5(282-993), p=0,056. Los valores del primer punto pre, se observa disminucién del conteo
absoluto NK en el grupo de GGIV en comparacién con los no expuestos, mediana (RIQ) 29 (12-50)
vs. 75 (54.75-61.5), p=0,056. No se encontraron los valores de algunos pardmetros inmunolégicos

en los registros histéricos a los 3 meses posteriores de la GGIV o HGG.

TABLA 35. FENOTIPO LINFOCITARIO DE LOS PACIENTES TRASPLANTADOS HEPATICOS DEL ESTUDIO DE
COHORTES RETROSPECTIVO

GGIV No GGIV
Parametro n=8 n=s
mediana RIQ mediana }{[e]

LT CD3+ pre 452 (92-771) 1108.5 (357-1309.5) 0.333
3m 850.5 (390-891) NA

LT CD4+ pre 251 (63-313) 807.5 (282-933) 0.056
3m 452 (209.3-474) NA

LT CD8+ pre 130 (37-447) 271 (73.5-336.75) 0.889
3m 380.5 (169.5-406.5) NA

NK pre 29 (12-50) 75 (54.75-61.5) 0.056
3m NA NA

LT CD19+ pre 93.5 (51.5-166) 486 (363-369.8) 0.071
3m NA NA

Se utiliza la prueba de la U de Mann-Whitney para variables cuantitativas no paramétricas. Los valores se expresan con la
mediana y rango intercuartilico (RIQ). p<0.05 se considera estadisticamente significativo. n: numero de pacientes. GGIV:
Gammaglobulina intravenosa. NA: no existe en el registro histdrico.
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4.4.7.2.4 COMPARACION DE LA RECONSTITUCION DE LOS PARAMETRQS
INMUNOLOGICOS EN LOS TRASPLANTADOS HEPATICOS

En relacidn con la reconstitucion de pardmetros inmunoldgicos de los trasplantados hepaticos, en
el grupo de No GGIV no se encontraron registros de los valores del complemento C3 y C4 en el se-
gundo punto, 3 meses posteriores a la infusidon de GGIV o al diagndstico de HGG. Para los demas pa-

rdmetros no se observan diferencias significativas en ambos grupos con GGIV y No GGIV. (TABLA 36)

En los registros histdricos no se encontraron, los pardametros del fenotipo TBNK para los trasplan-
tados hepaticos en el segundo punto, 3 meses posteriores, en el grupo de GGIV para los valores
de NK y CD19. En el grupo de no GGIV tampoco se encontraron los datos en el segundo punto de
estudio. (TABLA 37)

TABLA 36. RECONSTITUCION DE PARAMETROS CELULARES Y FACTORES DE COMPLEMENTO DE LOS
PACIENTES TRASPLANTADOS HEPATICOS DEL ESTUDIO DE COHORTES RETROSPECTIVO

Parametro No GGIV
mediana (RIQ) 3m
Linfocitos Totales /mm? 550 650 0.750 800 1000 1.00
(225-975)  (475-1150) (200-2600)  (675-1300)
Neutréfilos / mm?3 2315.5 2050 0.563 8900 3850 1.00
(550-4300)  (1450-2300) (3100-15200) (2335-3925)
Monocitos / mm?3 281 500 0.250 600 450 1.00
(125-375) (200-725) (500-1900) (225-925)
Cc3 72.55 83.9 1.00 50.3 NA
(52.3-112.83)  (39.4-97) (49.3-74.4)
ca 10.75 10.3 1.00 10.5 NA
(7.6-21.6) (7.8-21) (9-15)

Los valores de los pardmetros son absolutos y se expresan con la mediana y rango intercuartilico (RIQ). Se utiliza la prueba no
paramétrica de Wilcoxon para muestras relacionadas (antes y después). p<0.05 se considera estadisticamente significativo. n:
numero de pacientes. GGIV: Gammaglobulina intravenosa. C3: Complemento 3. C4: Complemento 4. NA: no existe en el registro

histdrico.
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TABLA 37. RECONSTITUCION DEL FENOTIPO LINFOCITARIO DE LOS PACIENTES TRASPLANTADOS HEPATICOS
DEL ESTUDIO DE COHORTES RETROSPECTIVO

Parametro No GGIV
mediana 3m Valor p
(RIQ)

LT CD3+ 452 850.5 0.500 1108.5 NA
(92-771) (390-891) (357-1309.5)

LT CD4+ 251 452 0.500 807.5 NA

(63-313) (209.25-474) (282-933)

LT CD8+ 130 380.5 0.500 271 NA
(37-447) (169.5-406.5) (73.5-336.75)

NK 29 NA 75 NA
(12-50) (54.75-61.5)

LT CD19+ 93.5 NA 486 NA
(51.5-166) (363-369.75)

Los valores de los pardmetros son absolutos y se expresan con la mediana y rango Intercuartilico (RIQ). Se utiliza la prueba no
paramétrica de Wilcoxon para muestras relacionadas (antes y después). p<0.05 se considera estadisticamente significativo. n:
numero de pacientes. GGIV: Gammaglobulina intravenosa. NA: no existe en el registro histdrico.

4.4.7.3 POR TRASPLANTE RENAL

4.4.7.3.1 PARAMETROS CELULARES

En la TABLA 38 se presenta una comparacion de los parametros inmunoldgicos de los pacientes
trasplantados renales en los dos grupos de exposicion, con GGIV y sin GGIV, en el primer punto pre
y a los 3 meses posteriores de la infusiéon de GGIV en el grupo de expuestos o del diagndstico de
HGG en el grupo de no expuestos. No se observa diferencia estadisticamente significativa en ambos
grupos en los 2 puntos de estudio.
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TABLA 38. PARAMETROS CELULARES DE LOS PACIENTES TRASPLANTADOS RENALES DEL ESTUDIO DE
COHORTES RETROSPECTIVO

GGIV No GGIV
Parametro
mediana {[0] mediana RIQ Valor p
Linfocitos Totales/mm? pre 600 (300-1350) 500 (250-1800) 0.960
3m 1200 (750-1750) 1000 (600-2000) 0.732
Neutréfilos/mm3 pre 5450 (1125-11650) 8300 (700-8550) 0.413
3m 3700 (2750-8100) 2600 (1700-4400) 0.286
Monocitos/mm? pre 500 (425-575) 500 (200-850) 1.00
3m 500 (500-1150 500 (500-700) 1.00

Los valores de los pardmetros son absolutos y se expresan con la mediana y rango Intercuartilico (RIQ). Se utiliza la prueba no
paramétrica de Wilcoxon para muestras relacionadas (antes y después). p<0.05 se considera estadisticamente significativo. n:
numero de pacientes. GGIV: Gammaglobulina intravenosa.

4.4.7.3.2 FACTORES DE COMPLEMENTO

En la TABLA 39 se presenta una comparacion de los parametros del complemento de los pacientes
trasplantados renales en los dos grupos de exposicion, con GGIV y sin GGIV, en el primer punto pre
y a los 3 meses posteriores de la infusiéon de GGIV en el grupo de expuestos o del diagndstico de
HGG en el grupo de no expuestos. No se observa diferencia significativa en los 2 puntos de estudio

de ambos grupos.

TABLA 39. FACTORES DE COMPLEMENTO DE LOS PACIENTES TRASPLANTADOS RENALES DEL ESTUDIO DE
COHORTES RETROSPECTIVO

GGIV No GGIV
Parametro
mediana RIQ mediana RIQ Valor p
c3 pre 81.6 (74.5-116) 112 (78.23-130) 0.249
3m 126 (108.5-179.5) 104 (75.6-119.5) 0.167
ca pre 214 (14.1-24.1) 20.5 (17.25-31.55) 0.974
3m 25.7 (25.15-35.95) 29 (17.85-32.23) 0.905

Se utiliza la prueba de la U de Mann-Whitney para variables cuantitativas no paramétricas. Los valores se expresan con la
mediana y rango Intercuartilico (RIQ). p<0.05 se considera estadisticamente significativo. n: nimero de pacientes. GGIV:

Gammaglobulina intravenosa. C3: Complemento 3. C4: Complemento 4.
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4.4.7.3.3 FENOTIPO TBNK

La comparacion del fenotipo TBNK de los pacientes trasplantados renales expuestos a GGIV y No
GGIV en 2 puntos, pre y 3 meses posteriores de la infusion de GGIV o HGG segun el grupo de ex-
posicidn se presenta en la TABLA 40. No se observa diferencia estadisticamente significativa en
ambos grupos en el primer punto de estudio. No se encontraron los datos en el registro histérico

del segundo punto de estudio.

TABLA 40. FENOTIPO LINFOCITARIO DE LOS PACIENTES TRASPLANTADOS RENALES DEL ESTUDIO DE
COHORTES RETROSPECTIVO

GGIV No GGIV
Parametro
mediana {[e] mediana RIQ

LT CD3+ pre 524 (40-592) 768 (414.75-2146.5) 0.229
3m NA NA

LT CD4+ pre 366 (18-376) 393 (194-831.25) 0.629
3m NA NA

LT CD8+ pre 156 (21-215) 396.5 (109.25-1175) 0.229
3m NA NA

NK pre 45 (25-57) 97 (51.75-175.25) 0.229
3m NA NA

LTCD19+  pre 31 (19-99) 55 (20.25-89) 0.857
3m NA NA

Los valores de los pardmetros son absolutos y se expresan con la mediana y rango intercuartilico (RIQ). Se utiliza la prueba no
paramétrica de Wilcoxon para muestras relacionadas (antes y después). p<0.05 se considera estadisticamente significativo. n:
numero de pacientes. GGIV: Gammaglobulina intravenosa. NA: no existe en el registro histdrico.
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4.4.7.3.4 COMPARACION DE LA RECONSTITUCION DE LOS PARAMETROQS
INMUNOLOGICOS EN LOS TRASPLANTADOS RENALES

En relacion con la reconstitucion de parametros inmunolégicos de los trasplantados renales, no se
observan diferencias significativas entre los parametros del pre y 3 meses posteriores a la infusién
de GGIV o el diagndstico de HGG en los no expuestos para ambos grupos de estudio, GGIV y No
GGIV. TABLA 41.

En los registros histéricos no se encontraron, los valores del TBNK de los trasplantados renales en

el segundo punto, 3 meses posteriores para ambos grupos GGIV y No GGIV por lo que no se realizd

el analisis.

TABLA 41. RECONSTITUCION DE PARAMETROS CELULARES Y FACTORES DEL COMPLEMENTO DE LOS
PACIENTES TRASPLANTADOS RENALES DEL ESTUDIO DE COHORTES RETROSPECTIVO

Parametro

mediana (RIQ)

Linfocitos totales / mm? 600 1200 0.750 500 1000 0.250
(300-1350)  (750-1750) (250-1800)  (600-2000)
Neutréfilos / mm? 5450 3700 1.00 8300 2600 0.500
(1125-11650) (2750-8100) (700-8550)  (1700-4400)
Monocitos / mm? 500 500 1.00 500 500 1.99
(425-575)  (500-1150) (200-850)  (500-700)
c3 81.6 126 0.125 112 104 0.375
(74.5-116)  (108.5-179.5) (78.23-130)  (75.6-119.5)
ca 21.4 25.7 0.63 20.5 29 1.00
(14.1-24.1)  (25.15-35.95) (17.25-31.55) (17.85-32.23)

Los valores de los pardmetros son absolutos y se expresan con la mediana y rango Intercuartilico (RIQ). Se utiliza la prueba no
paramétrica de Wilcoxon para muestras relacionadas (antes y después). p<0.05 se considera estadisticamente significativo. n:
numero de pacientes. GGIV: Gammaglobulina intravenosa. C3: Complemento 3. C4: Complemento 4.
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4.4.8 TIPO DE REINFECCIONES EN LOS PACIENTES

Tras el seguimiento de 3 meses posteriores a la infusién de GGIV en el grupo expuesto o el diagndstico
de HGG en el grupo no expuesto, de 51 pacientes del grupo GGIV, 22 (43%) pacientes presentaron re-
infeccidon mientras 29 (57%) pacientes no. En el grupo de No GGIV 20 (64.5%) de 31 pacientes presen-
taron reinfeccién mientras 11(35%) se mantuvieron sanos. Al comparar entre los que no presentaron

una nueva reinfeccion, se observa mayor nimero de pacientes en el grupo GGIV. (TABLA 42)

TABLA 42. N2 DE PACIENTES TRASPLANTADOS QUE PRESENTARON O NO UNA REINFECCION GRAVE DEL
ESTUDIO DE COHORTES RETROSPECTIVO

Numero de pacientes /total de pacientes (%) GGIV No GGIV
Infeccion 22/51(43) 20/31 (64.5)
No infeccion 29/51(57) 11/31(35)

Se realizé la prueba Chi-cuadrado para variables categdricas. p<0.05 se considera estadisticamente significativo. GGIV:

Gammaglobulina intravenosa

De los pacientes infectados, las infecciones bacterianas (no neumonia) son las mas frecuentes en
ambos grupos. No obstante, las neumonias bacterianas estan presentes en ambos grupos. Las infec-
ciones por virus son principalmente por CMV, que ademds pueden presentarse asociada con una en-

fermedad bacteriana. Las infecciones fungicas también estan presentes en ambos grupos. (TABLA 43)

TABLA 43. N2 DE EVENTOS DE REINFECCION GRAVE POR TIPO DE INFECCION EN LOS PACIENTES
TRASPLANTADOS DEL ESTUDIO DE COHORTES RETROSPECTIVO

Tipo de Infeccién No GGIV

n=20

Nuimero de eventos/Total de eventos
infecciosos (%)

Infeccién bacteriana (No Neumonia) 8/22 (36) 5/20 (25) 13
Neumonia bacteriana 3/22 (14) 1/20(5) 4
Infeccion bacteriana + Infeccion flungica 3/22 (14) 0/20(0) 3
Enfermedad CMV + Infeccién bacteriana 2/22(9) 4/20(20) 6
Enfermedad CMV + Infeccién por otros virus 0/22 (0) 1/20(5) 1
Enfermedad CMV 3/22 (14) 7/20(35) 10
Infeccidn sistémica flngica 2/22 (9) 2/20(10) 4
Otros virus 1/22 (4) 0/20(0) 1
Total 22 20 42

GGIV: Gammaglobulina intravenosa. CMV: Citomegalovirus, n: numero de pacientes
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La distribucion segun el tipo de microorganismo asociado al tipo de enfermedad de las nuevas
infecciones graves en cada grupo de estudio, GGIV y No GGIV, se puede observar en la siguiente
tabla 44.

Se observan que algunos de los eventos pueden ser polimicrobianos, es decir que una misma rein-
feccidn grave puede tener varios cultivos positivos o test diagndsticos a distintos microorganismos.
De los 22 eventos infecciosos en el grupo GGIV, se encuentra 26 agentes etiolégicos asociado a
enfermedad. En el grupo de No GGIV, de los 20 eventos se encontraron 28 agentes etioldgicos aso-
ciado a enfermedad. TABLA 44,

TABLA 44. N2 DE EVENTOS DE REINFECCION POR TIPO DE MICROORGANISMO Y TIPO DE ENFERMEDAD EN
LOS PACIENTES TRASPLANTADOS DEL ESTUDIO DE COHORTES RETROSPECTIVO

Tipo de microorganismo Tipo de enfermedad GGIV No GGIV TOTAL

A. VIRUS

Citomegalovirus Sindrome viral 5 10 15
Citomegalovirus Enteritis 0 1 1
Citomegalovirus Enfermedad diseminada 0 1 1
Otros virus

Virus BK Nefropatia 0 1 1
Adenovirus Enfermedad diseminada 1 0 1
B. BACTERIAS

Bacterias Gram Positivas

Clostridium difficile Diarrea 4 2 6
Streptococcus pneumoniae Neumonia 0 1 1
Streptococcus viridans Neumonia 1 0 1
Staphylococcus epidermidis Bacteremia 0 1 1
Enterococcus faecalis Bacteremia 1 0 1
Enterococcus faecium Neumonia 1 0 1
Enterococcus faecium Peritonitis 1 0 1
Bacterias Gram Negativas

Klebsiella pneumoniae BLEE Bacteremia 1 0 1
Klebsiella pneumoniae BLEE ITU 1 2 3
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Tipo de microorganismo Tipo de enfermedad GGIV No GGIV TOTAL

Pseudomona aeruginosa Neumonia 2 0 2
Pseudomona aeruginosa ITU 0 1 1
Pseudomona aeruginosa Bacteremia 1 0 1
Acinetobacter baumannii Bacteremia 1 0 1
Acinetobacter baumannii ITU 0 1 1
Bacteroides fragilis Bacteremia 0 1 1
Burkholderia cepacia Sepsis 0 1 1
Escherichia coli BLEE ITU 1 0 1
Escherichia coli Neumonia 1 0 1
Morganella morganii Neumonia 1 0 1
Chryseobacterium indologenes  Neumonia 1 0 1
C. LEVADURAS

Candida parapsilosis Neumonia 1 0 1
Candida tropicalis Neumonia 0 1 1
Candida glabrata Neumonia 0 1 1
Candida lusitaniae Neumonia 0 1 1
Aspergillus flavus Neumonia 1 0 1
Aspergillus fumigatus Neumonia 0 1 1
Blastoschizomyces capitatus Sepsis 0 1 1

CMV: Citomegalovirus. ITU: infeccion del tracto urinario. GGIV: Gammaglobulina intravenosa.

4.4.9 ANALISIS UNIVARIANTE DE VARIABLES
PARA IDENTIFICAR FACTORES DE RIESGO PARA EL
DESARROLLO DE UN EPISODIO DE REINFECCION

Analizando la regresion logistica univariada en la variabilidad de los factores de riesgo de reinfec-
cién, se observan que el tiempo < 6 meses tras el trasplante es un factor de riesgo significativo OR
de 0.41 (p=0.038). Existe una tendencia del uso de GGIV como factor protector con OR 0.41 sin
significancia estadistica (p=0.063). (TABLA 45)
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TABLA 45. ANALISIS DE REGRESION LOGISTICA UNIVARIANTE DE LAS VARIABLES CLINICAS ASOCIADAS CON
EL DESARROLLO DE REINFECCION TRAS GGIV O NO GGIV

Parametros en el Modelo Univariante 1C-95%

Valor p

Uso GGIV 0.41 0.16-1.048 0.063
Sexo (masculino) 0.542 0.21-1.39 0.205
Tipo de trasplante (cardiaco, renal, hepatico) 0.921 0.52-1.693 0.779
Tiempo tras el trasplante < 6 meses 2.677 1.054-6.794 0.038
Induccion con timoglobulina 4.11 0.44-38.42 0.216
Edad > 50 afios 1.13 0.345-3.719 0.836
Dislipidemia pre-trasplante 0.67 0.283-1.613 0.377
Diabetes mellitus tratada pre-trasplante 0.729 0.274-1.94 0.52
Serologia positiva CMV del receptor 1.285 0.043 -3.808 0.65
Falla renal crénica pre-trasplante 1.02 0.422 - 2.466 0.965
Terapia de induccidn con basiliximab, % 1.363 0.522 -3.559 0.526
Uso de norfloxacina 1.143 0.464-2.81 0.771
Uso de trimetroprim — sulfametoxazole 1.357 0.337-5.46 0.667
Hipogammaglobulinemia IgG severa (< 400 mg/dL) VO 0.786 0.239-2.578 0.691
Linfocitos totales < 500 cells/uL VO 1.222 0.46-3.24 0.686
Hipocomplementemia C3 (< 80 mg/dL) VO 1.696 0.67-4.272 0.262
Conteo NK- < 30 cells/uL VO 0.942 0.351-2.52 0.916

OR = Odds Ratio. IC 95% = intervalo de confianza del 95%. GGIV: Gammaglobulina intravenosa. p<0.05 se considera
estadisticamente significativo.

4410 ANALISIS MULTIVARIANTE DE VARIABLES PARA IDENTIFICAR FACTORES
DE RIESGO PARA EL DESARROLLO DE UN EPISODIO DE INFECCION

En el modelo multivariante se observa que la terapia GGIV se asocia como factor protector OR
0.302, p=0.021y el tiempo menor de 6 meses post-trasplante en el cual ocurrieron las infecciones
permanece como factor de riesgo con OR 3.364, p=0.019. (TABLA 46)

TABLA 46. ANALISIS MULTIVARIANTE DE VARIABLES PARA IDENTIFICAR FACTORES DE RIESGO DE INFECCION

Parametros en el Modelo Multivariado (0]} 1C-95% Valor p
Uso de GGIV 0.302 0.11-0.832 0.021
Género (masculino) 0.542 0.21-1.39 0.205
Terapia de induccién con timoglobulina 7.54 0.71-80.08 0.094
Tiempo < 6 meses post-trasplante 3.364 1.22-9.27 0.019

OR = Odds Ratio. IC 95% = intervalo de confianza del 95%. GGIV: Gammaglobulina intravenosa. p<0.05 se considera

estadisticamente significativo.
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4.4.11 ANALISIS DE SUPERVIVENCIA

En el analisis de Kaplan-Meier, no muestra diferencias significativas entre ambos p=0.06.

FIGURA 5 CURVA DE SUPERVIVENCIA KAPLAN—MEIER
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En la prueba de igualdad de distribucién de supervivencia segun el tiempo libre de reinfeccién.

Comparaciones globales

Chi-cuadrado gl

Log Rank (Mantel-Cox) 3.544 1 0,060

4.4.12 CINETICA DE IGG

En la siguiente Tabla 47 se observa un nivel de IgG menor significativo inicial del grupo de GGIV en
comparacion con el grupo No GGIV. Sin embargo, a los 3 meses posteriores aumentan en ambos

grupos, sin diferencia estadisticamente significativa.
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TABLA 47. CINETICA DE LOS NIVELES DE IGG DEL ESTUDIO DE COHORTES RETROSPECTIVO

Puntos de GGIV No GGIV
estudio mediana mediana (o]

pre 459 402-551 565 484-602 0.001

3m 765.5 595.8-983.3 718 612-801 0.400

RIQ: Rango Intercuartilico. GGIV: Gammaglobulina intravenosa. p<0.05 se considera estadisticamente significativo.

4.5 DISCUSION

La administracion de GGIV en los pacientes trasplantados de drgano sélido con infeccion severa e
HGG fue asociada como factor protector para el desarrollo de reinfeccion OR 0.302 (p=0.021) y el
tiempo < de 6 meses post-trasplante como factor de riesgo con OR 3.364 (p=0.019) tras el andlisis

multivariante de regresidn logistica.

Los pacientes no expuestos del grupo No GGIV fueron comparables con los pacientes del grupo GGIV

segln los datos clinicos de edad, sexo y comorbilidades desde el punto de vista de variable clinicas.

El tratamiento profilactico que recibieron ambos grupos era similar, aunque, la profilaxis con val-
ganciclovir fue recibida por el 51.6% de los pacientes del grupo No GGIV mientras que solo 27.5%
de los pacientes del grupo GGIV la recibieron (p=0.035). Lo ultimo descrito es importante, porque
en el seguimiento observamos que el grupo No GGIV presenta mayor niumero de eventos infeccio-

nes por CMV en comparacién con los pacientes que si recibieron GGIV.

En relacion con los parametros inmunoldgicos iniciales en el punto pre, se observa que los pacien-
tes trasplantados de érgano sdélido expuestos a GGIV presentan niveles mas bajos que los que no
fueron expuestos. Por ejemplo, inicialmente en el grupo de GGIV, se presentan un nivel menor sig-
nificativo del conteo absoluto de CD3 en comparacion a los no expuestos (GGIV: mediana (RIQ) 300
(137.8-640) vs. No GGIV:775.5(383-1045.5), p=0,001), tanto para el valor absoluto de CD4 (GGIV:
mediana (RIQ) 191.5 (81.5-356.8) vs. No GGIV: 473.5 (240.8-718.8), p=0,001) como para CD8 (me-
diana (RIQ) 79.5 (47.8-212.8) vs. 252(125.8- 455.8), p=0,001). También, los valores absolutos de NK
en el punto pre del grupo de GGIV fue menor estadisticamente significativo en comparacion con el
grupo No GGIV (mediana (RIQ) 300 (137.8-640) vs. 775.5(383-1045.5), p=0,001).

Entre las reinfecciones mds frecuentes en los pacientes trasplantados de érgano sélido observadas
son las infecciones bacterianas (no neumonia) y la infeccion por CMV como lo reportado por la

ISHLT.2 Adema3s, se observa infecciones fungicas grave en pacientes inmunosuprimidos.®
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Tras el seguimiento de 3 meses posteriores a la infusidon de GGIV en el grupo expuesto o el diag-
néstico de HGG en el grupo no expuesto, el 57% de los pacientes del grupo GGIV y el 35% de los

pacientes del grupo no GGIV no presentaron nuevas infecciones.

Posterior a la exposicién de GGIV, los pacientes presentaron buena tolerancia y no se observé en

los registros histdricos ningun evento grave relacionado al producto.

La reconstitucion inmunoldgica de la I1gG a los 3 meses posteriores de la infusién en el grupo de
expuestos es significativa (p<0.0001). Ademas observamos la reconstitucion de otros parametros
inmunoldgicos en el grupo GGIV como un aumento significativo para C3 (pre: mediana (RIQ) 77.5
(62.8- 98.8) vs. 3m: 101.5(83.8- 119.5), p=0,01), C4 (pre: mediana (RIQ) 18.1 (13.7-25.5) vs. 3m:
24.9(16.8- 27.7), p=0,005), linfocitos totales/mm3 (pre: mediana (RIQ) 500 (200-975) vs. 3m: 950
(500-1325), p=0.005), CD3 (pre: mediana (RIQ) 300.5(137.8 — 640) vs. 3m: 1009 (514-1137.3),
p=0.020), CD4 (pre: mediana (RIQ) 191.5 (81.5-356.8) vs. 3m: 604.5(206.3-683), p=0.005), CD8(pre:
mediana (RIQ) 79.5 (47.8- 212.8) vs. 3m: 274.5 (156.3-449.3), p=0.015) y NK (pre: mediana (RIQ)
30.5 (17.3-72.3) vs. 3m: 88.5 (51-132.3), p=0,012). Los datos llaman la atencién puesto que los
pacientes que no recibieron GGIV, no tuvieron una reconstitucion significativa lo que sugiere que
la GGIV podria inmunomodular por mecanismos no establecidos la reconstitucion de algunos para-

metros inmunoldgicos ademas de la IgG.

Los datos presentados en este estudio sugieren una disminucién de la incidencia de infecciones en
los pacientes trasplantados de érgano sélido con infeccidn severa e HGG que reciben GGIV. Estu-
dios controlados, randomizados son necesarios para evaluar la eficacia y confirmar la seguridad de

la medicacion GGIV.

4.6 LIMITACIONES

Por el diseiio del estudio de cohortes retrospectiva, en los registros histéricos no se encontraron
datos a los 3 meses posteriores de la exposicidon que pudieron aportar informacion de la reconsti-

tucidn de parametros por trasplante.

Para dar conclusiones mas definidas, nuestra limitacion es nuestra N relativamente pequeia; ade-
mas al analizar por trasplante, los resultados del total de pacientes podrian ser menos extrapola-
bles a todos los tipos de trasplante estudiados como consecuencia del menor tamafio muestral de
algunos trasplantes posiblemente. Para minimizar el riesgo de seleccidn se realizd un analisis de
regresion logistica multivariable que mantiene la variable de intervencidon como asociada a protec-

cion incluso mejorando su fuerza de asociacidn que pasa a ser significativa tras ajuste.
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Un tiempo de seguimiento mas largo para evaluar la incidencia de infecciones posterior a la terapia

GGIV es necesario.

4.7 CONCLUSIONES

— Laterapia GGIV es un factor protector significativo ante una reinfeccion grave en pacientes
post-trasplantados de érgano sélido con infeccién severa e HGG durante el seguimiento

posterior a la infusion.

— El tiempo tras el trasplante < 6 meses es un factor de riesgo significativo de reinfeccién en

pacientes post-trasplantados de 6rgano sélido con infeccidn severa e HGG.
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5. ESTUDIO 3

Ensayo clinico multicéentrico: “Evaluacion de la eficacia y toxicidad
del uso de gammaglobulina intravenosa en el tratamiento de
infecciones en pacientes con hipogammaglobulinemia IgG
post-trasplante de érgano sélido”

5.1 HIPOTESIS

La GGIV afiadida a la terapia antimicrobiana es segura, eficaz y se asocia a la reconstitucion de la
inmunidad humoral en pacientes post-TOS que desarrollan infecciones graves en presencia de hi-

pogammaglobulinemia IgG.

5.2 OBJETIVOS

5.2.17 OBJETIVO PRIMARIO

Evaluar la seguridad y eficacia de la GGIV asociada a la terapia antimicrobiana convencional en
pacientes con TOS que presentan infeccion grave e HGG post trasplante, en comparacion con la

administracion Unica de terapia antimicrobiana.

113



Evaluacién Inmunoldgica de Terapias Inmunomoduladoras con Inmunoglobulinas y con Células mesenquimales

en pacientes inmunosuprimidos por trasplante o por SARS-CoV-2

OBJETIVOS SECUNDARIOS

1. Evaluar la tasa de reconstitucion de la inmunidad humoral tras el uso de GGIV en estos pa-

cientes, concretamente la concentracién sérica de IgG al final del periodo de seguimiento.
2. Evaluar otros factores relacionados con la reconstitucién de la inmunidad humoral:

a. Tiempo (numero de dias) en alcanzar la normalizacion de 1gG (>750 mg/dl) después

de la primera dosis de GGIV o V2 del ensayo.

b. Tiempo (nimero de dias) que se mantiene la IgG >750 mg/dl durante el periodo de

seguimiento.

3. Evaluar el impacto de la terapia con GGIV inespecifica sobre los tiempos de hospitalizacién
motivados por complicaciones infecciosas graves en pacientes sometidos a TOS que desa-
rrollan infecciones graves en presencia de hipogammaglobulinemia IgG en el periodo post

trasplante, concretamente:

a. Tiempo acumulado de hospitalizacién
b. Numero total de ingresos durante el tiempo de seguimiento debido a una infeccidn grave.

c. Supervivencia libre de nueva infeccién grave desde la administracion de la primera

dosis de GGIV (grupo terapéutico) o inclusién en el ensayo (grupo control).

4. Evaluar laincidencia de acontecimientos adversos graves durante el periodo de seguimien-

to del estudio.

5. Evaluar la cinética de distintos anticuerpos especificos (anti-CMV, anti-clostridium diffici-
le, anti-varicela zdster, anticuerpos IgG e 1gG1 anti-toxoide tetanico, anticuerpos IgG2 an-
ti-neumococo) en un subgrupo de pacientes trasplantados de érgano sélido con hipogam-
maglobulinemia e infeccion grave con y sin terapia de GGIV adicional al tratamiento antimi-

crobiano convencional.

6. Evaluar la cinética de BAFF en un subgrupo de pacientes trasplantados de érgano sélido con
hipogammaglobulinemia e infeccion grave con y sin terapia de GGIV adicional al tratamien-

to antimicrobiano convencional.

7. Evaluar la cinética de IL-6 en un subgrupo de pacientes trasplantados de érgano sélido con
hipogammaglobulinemia e infeccién grave con y sin terapia de GGIV adicional al tratamien-

to antimicrobiano convencional.

8. Evaluar la cinética de IgD en un subgrupo de pacientes trasplantados de drgano sélido con
hipogammaglobulinemia e infeccién grave con y sin terapia de GGIV adicional al tratamien-
to antimicrobiano convencional.
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5.3 METODOLOGIA

DISENO DE ESTUDIO

El estudio es un ensayo clinico prospectivo, aleatorizado, controlado, multicéntrico de fase 2 para
evaluar la eficacia, la reconstitucién inmunoldgica y la seguridad de un protocolo terapéutico de
GGIV inespecifica administrada por via intravenosa ademas de la terapia antimicrobiana conven-
cional en receptores de drganos sélidos con infeccidon grave e inmunodeficiencia secundaria de
anticuerpos realizado en 6 centros de trasplante en Espaiia. El centro coordinador fue el Hospital

General Universitario Gregorio Marafién, Madrid.

Los participantes elegibles se asignaron al azar a 2 brazos de estudio de la siguiente manera:
1. GGIV afadida a la terapia antimicrobiana convencional;

2. terapia antimicrobiana convencional por si sola.

El cddigo de la lista aleatoria fue creado por un programa de computadora siguiendo un patrén 1:1.
Este mismo programa generd un cédigo Unico para cada participante en el tratamiento. El trata-
miento con GGIV fue abierto. Los participantes aleatorizados fueron monitorizados hasta la Gltima

visita programada en el protocolo del ensayo clinico (Figura 6).

La duracion del periodo de reclutamiento fue de 80 meses y el estudio se completé con el fin de

proporcionar un seguimiento completo de todos los participantes segun el protocolo.

Los centros participantes se distribuyen como figura a continuacion: Hospital General Universitario
Gregorio Marafidn, Madrid (Corazén n=15, Rifién n=5, Higado n=4); Hospital Universitario Puerta
de Hierro, Madrid, (Pulmén n=5, Corazén n=3); Hospital Universitario Doce de Octubre, Madrid,
(Pulmon n=1); Hospital Universitario Marqués de Valdecilla, Santander, (Pulmdn n=5);Hospital Uni-
versitario Valle de Hebrdn, Barcelona, (Pulmén n=4); y Hospital Universitario de Bellvitge, Barcelo-

na.(Corazén n=2).
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PROTOCOLO DE VISITAS

En la figura 6 se muestra una descripcion de las visitas iniciales, de seguimiento y posteriores a
GGIV. Una visita inicial (V1) en el momento de la aleatorizacidn, una visita en el momento de la
primera infusién de GGIV (V2) y visitas de seguimiento de V3 a V6 fueron planificadas en las que
se administraron infusiones de GGIV. Se realizd una visita final (V7) 30-45 dias después de la tltima
visita de infusion de GGIV (V6). Las ventanas permitidas en distintas visitas se describen en la figura

6. El tiempo maximo permitido desde la aleatorizacidn hasta la primera dosis de GGIV fue de 7 dias.

POBLACION DE ESTUDIO

Los participantes elegibles fueron personas entre 18 y 70 afios con trasplante de érgano sélido bajo tera-
pia inmunosupresora protocolizada con infeccidn grave documentada e inmunodeficiencia secundaria

de anticuerpos en el momento de la aleatorizacidn. Se incluyeron pacientes de TC, TP, TRy TH.

Otros criterios de inclusidon fueron la prueba de embarazo negativa en mujeres en edad reproduc-

tiva y el consentimiento informado por escrito.

Los criterios de exclusién incluyeron pacientes con antecedentes de hepatitis C, receptores renales hi-
persensibilizados, pacientes con intolerancia conocida a la fructosa, pacientes con eventos tromboem-
bélicos conocidos durante los Ultimos 3 meses antes de la aleatorizacion, pacientes con hipersensibi-

lidad conocida a los productos de GGIV y pacientes con antecedentes de deficiencia selectiva de IgA.

PRODUCTO DE ESTUDIO

Se usé GGIV no especifica que cumplia con las especificaciones predeterminadas en el expediente del
medicamento en investigacion aprobado. La Flebogamma DIF 5% es una solucion para perfusion intra-
venosa que contiene 50 g/l de inmunoglobulina humana normal. El producto de GGIV con distribucidn
fisioldgica de subclases de 1gG contiene trazas de IgA (menos de 0.05 mg/ml). Otros ingredientes son
sorbitol al 5% y agua para inyeccidn. Este medicamento pertenece al grupo farmacoterapéutico deno-
minado sueros inmunes e inmunoglobulinas. Al comienzo de la infusién intravenosa se utilizdé una ve-

locidad lenta (30 ml/hora). La velocidad de perfusidn se incrementd gradualmente de 30 a 90 ml/hora.

Todos los participantes tratados asignados al azar a GGIV recibieron dos dosis de 15 gramos (inter-
valo entre dosis de 7 a 15 dias) seguidas de otras 3 dosis de 20 gramos (intervalo entre dosis de 15
a 30 dias) de GGIV. Los farmacos del estudio se mantuvieron en los departamentos de Farmacia de

los centros participantes.
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VARIABLES DEL ESTUDIO

Las variables demograficas del donante y del receptor se registraron al inicio del estudio.

5.3.5.1 VARIABLES DE EFICACIA PRINCIPALES

Se definieron dos variables principales de eficacia:

1. Laincidencia de reinfeccién después de la aleatorizacién de los pacientes definidos como

un nuevo episodio infeccioso.

2. Incidencia acumulada (numero total de reinfecciones) durante el seguimiento después de

la aleatorizacion.

5.3.5.2 VARIABLES DE EFICACIA SECUNDARIAS

1. Reconstitucidn de IgG definida como niveles séricos de IgG en cada visita de estudio del
protocolo en ambos grupos.

2. Otros factores relacionados con la reconstitucion de la inmunidad humoral:

A) Tiempo (niumero de dias) para alcanzar una concentracion sérica de 1gG > 750 mg/

dL después de la visita 2 del ensayo clinico.

B) Tiempo (nimero de dias) que la IgG permanece > 750 mg/dL durante el seguimien-

to después de la visita 2 del ensayo clinico.

3. Impacto de la terapia con GGIV sobre los tiempos de hospitalizacion motivados por compli-
caciones de infecciones graves en pacientes sometidos a TOS que desarrollan infecciones

en presencia de hipogammaglobulinemia IgG.
A) Tiempo acumulado de dias de hospitalizacion.

B) Numero total de nuevos ingresos durante el seguimiento que se consideraron rela-

cionados con una infeccién grave.

C) Tiempo de supervivencia libre sin infeccién grave tras la primera dosis de GGIV o V2

del ensayo clinico en el grupo GGIV o inclusién del ensayo en el grupo control.
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5.3.5.3 VARIABLES DE SEGURIDAD

La seguridad se evalué como la tasa de aparicidon de eventos adversos (EA), EA graves (EAG) y EA
graves inesperados (EAGI), que estaban al menos posiblemente relacionados con los procedimien-

tos o productos del estudio.
5.3.5.3.17 INCIDENCIA DE EAS GRAVES

La monitorizacién especifica de biomarcadores para detectar EA durante el periodo de estudio

incluyé:

— Monitorizacion de la funcién renal: niveles de urea y creatinina durante el seguimiento.
— Monitorizacién de la funcién hepatica: niveles de AST y ALT durante el seguimiento.

— Monitoreo de la serologia viral HBsAg, VHC y VIH al inicio y en la visita final.

5.3.5.4 SUBESTUDIO DE MONITORIZACION DE LA INMUNIDAD HUMORAL

Para comprender mejor la reconstitucion de la inmunidad humoral y los posibles efectos inmuno-
moduladores de la GGIV en este ensayo clinico, se evaluaron las concentraciones de subclases de
IgG, los distintos anticuerpos antimicrobianos especificos, los niveles de IgD, los niveles de BAFF y
los niveles de IL-6 en muestras de suero congeladas del centro coordinador al inicio del estudio (V1

antes de la aleatorizacion) y en la V7 del protocolo del ensayo clinico.

5.3.5.5 METODOLOGIA PARA LA MONITORIZACION DE LA INMUNIDAD HUMORAL

Se realizaron pruebas comerciales de ELISA para medir las concentraciones séricas de los biomarcadores.

— Los titulos de IgG anti-CMV fueron analizados por Enzygnost® Anti-CMV / 1gG, Siemens
Healthcare GmbH, Marburg, Alemania. Este ensayo emplea la técnica de inmunoensayo
enzimatico indirecto cuantitativo. Los micropocillos estan recubiertos con antigeno CMV

inactivado derivado de fibroblastos humanos infectados con CMV.

— Los anticuerpos IgG contra el virus de la varicela zoster (VVZ) se analizaron mediante el kit
de Enzimoinmunoensayo de VaccZyme™ Glicoproteina VVZ IgG nivel bajo EIA, Binding site,
Birmingham, U.K. Este kit de ELISA indirecto esta disefiado para la medicién in-vitro de anti-
cuerpos IgG especificos contra VVZ presentes en el suero, con el fin de determinar el estado
de proteccidn. Los micropocillos estan pre-recubiertos con glicoproteinas VVZ purificadas.

Realizamos una dilucion mayor (1:200) que la dilucion propuesta por el fabricante (1:100).
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— Los anticuerpos anti-neumocdcicos IgG e IgG2 se probaron con el Kit de ELISA Anti-PCP IgG
VaccZyme y Anti-PCP 1gG2 VaccZyme™, Binding site, Birmingham, Reino Unido. Estos kits
de ELISA indirectos estan disefiados para medir las respuestas de anticuerpos a las vacunas
anti-neumocdcicas que incorporan 23 polisacdridos aislados de Streptococcus pneumoniae.
Los micropocillos estan pre-cubiertos con los antigenos neumocacico (1-5, 6B, 7F, 8, 9N, 9V,
10A, 11A, 12F 14, 15B, 17F, 18C, 19F, 19A, 20, 22F, 23F, 33F - nomenclatura danesa).

— Los anticuerpos anti-toxoide tetanico IgG e I1gG1 se determinaron mediante el kit de ELI-
SA IgG Anti-toxoide tetdnico VaccZyme™ y Anti-toxoide tetanico IgG1 VaccZyme™, Binding
site, Birmingham, Reino Unido. Estos kits de ELISA indirecto estan destinados a la medicién
in-vitro de anticuerpos 1gG o 1gG1 especificos contra el toxoide tetanico presentes en el
suero, con el fin de determinar el estado protector. Los micropocillos estan pre-recubiertos

con antigeno del toxoide tetanico.

— La concentracidn de anticuerpos IgG anti-toxina A y B de clostridium difficile se realizd
mediante kits de ELISA de tgcBIOMICS GmbH, Bingen am Rhein, Alemania. Estos ensayos
emplean la técnica de inmunoensayo enzimatico indirecto cuantitativo. Los micropocillos

estan recubiertos con la toxina A o la toxina B de Clostridium difficile.

— Los niveles séricos de IL-6 se realizaron mediante un kit de ELISA de IL-6 humana: Interleuci-
na 6 humana), Elabscience, Texas, EE. UU. Este kit de ELISA utiliza el principio Sandwich-ELI-
SA. La placa de micro ELISA proporcionada en este kit se ha recubierto previamente con un

anticuerpo especifico para IL-6R humano.

— Los niveles séricos de BAFF se investigaron mediante un kit de ELISA Quantikine de BAFF / BLyS
/ TNFSF13B humano, Bio-Techne R&D Systems, Minneapolis, EE. UU. Este ensayo emplea la
técnica cuantitativa de inmunoensayo enzimatico tipo sandwich. Se ha recubierto previamente

una microplaca con un anticuerpo monoclonal especifico para BAFF / BLyS humanos.

— Los niveles séricos de IgD se analizaron mediante un kit de reactivos liquidos de IgD huma-
na, Binding Site, Birmingham, Reino Unido en Siemens BNII.

DEFINICION DE EVENTO INFECCIOSO GRAVE

La infeccion grave se definié como infeccién documentada (cultivo positivo y/o definicion clinica),
gue requirid al menos una dosis de terapia antimicrobiana intravenosa en cualquier momento des-
pués del trasplante. Los episodios infecciosos por citomegalovirus tratados con valganciclovir oral
y las infecciones por Clostridium difficile tratadas por via oral también se consideraron infecciones

graves en este ensayo clinico.
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DEFINICION DE INMUNODEFICIENCIA SECUNDARIA DE ANTICUERPOS

La deficiencia secundaria de anticuerpos se definié como hipogammaglobulinemia de IgG (con
IgG <600 mg/dL). La nefelometria y la turbidimetria fueron aceptadas como metodologias de

laboratorio.

OBTENCION DE MUESTRAS SANGUINEAS

De cada participante en el estudio, se recogieron muestras de sangre periférica en cada
uno de los puntos de estudio propuestos como al inicio y en las visitas de seguimiento.
Se obtuvieron 10 mL de sangre total, tratados con acido etilen diamino-tetraacético (EDTA)
de Greiner bio-one, como agente anticoagulante, para realizar la titulacion de las células san-
guineas: leucocitos totales y sus sub-poblaciones, neutréfilos y linfocitos, de forma absoluta y

porcentual.

Se recogen 10 mL en tubos con heparina de sodio (Greiner bio-one) a partir de los cuales se obtiene el
suero de la muestra mediante técnicas de centrifugacion (3500 revoluciones por minuto durante cin-

co minutos), para la determinacion de los distintos parametros séricos bioquimicos e inmunoldgicos.

Las muestras de suero se obtuvieron y almacenaron en el centro de coordinacion para determi-
nacion de subestudios en el Servicio de Inmunologia (subclases de IgG), Laboratorio Experimen-
tal de Inmunologia de Trasplantes del Instituto de Investigacidn Sanitaria Gregorio Marafién (an-
ticuerpos especificos, IL-6, BAFF) del Hospital General Universitario Gregorio Marafién (Madrid)
y en el Laboratorio de Inmunologia, Complejo Asistencial Universitario Hospital de Ledn (IgD),

(Ledn, Castilla y Ledn).

PARAMETROS BIOQUIMICOS Y HEMATOLOGICOS

A continuacidn, se muestran los valores limite de la normalidad de los pardmetros bioquimicos y
hematoldgicos del hospital de referencia coincidente con el punto de inflexién utilizado en la aso-

ciacion con los eventos clinicos estudiados.

121



Evaluacién Inmunoldgica de Terapias Inmunomoduladoras con Inmunoglobulinas y con Células mesenquimales

en pacientes inmunosuprimidos por trasplante o por SARS-CoV-2

TABLA 48. VALORES LIMITE DE LA NORMALIDAD DE LOS PARAMETROS BIOQUIMICOS Y HEMATOLOGICOS
DEL HOSPITAL GENERAL UNIVERSITARIO GREGORIO MARANON

Parametros Hematolégicos Parametros Bioquimicos

Leucocitos >10.00 (x1000)/mL GOT >40 U/L

Linfocitos porcentual < 16% GPT>41 U/L

Valor absoluto de Linfocitos < 1300/mL GGT>60 U/L

Valor absoluto de Linfocitos > 3500/mL PT < 6.40 gr/dL
Leucocitos <4.00 (x1000)/mL ALB < 3.40 gr/dL
Neutrdfilos porcentual < 42% UREA > 45 mg/dL

Valor absoluto de neutrdfilos < 1800/mL Cr>1.20 mg/dL

Valor absoluto de neutrdfilos > 7500/mL BT > 1.10 mg/dL

5.4 ASPECTOS ETICOS

Los participantes fueron informados en detalle sobre todos los procedimientos y objetivos del es-

tudio y dieron su consentimiento informado por escrito.

El protocolo clinico fue aprobado por el comité de ética de investigacidn clinica (CEIC) del Instituto
de investigacion sanitaria Gregorio Maraidn y por la Agencia espafola de medicamentos y produc-
tos sanitarios (AEMPS). El estudio se realizé de acuerdo con la Declaracién de Helsinki y es consis-
tente con los Principios de la Declaracién de Estambul sobre el Trafico de Organos y el Turismo de
Trasplantes. El ensayo se registré en el Registro de ensayos clinicos de la UE con el nimero Eudra-CT
2012-001327-12.

5.5 ANALISIS ESTADISTICO

El tamano de la muestra se calculé considerando un error tipo 1 del 5% y una potencia del 80%
teniendo en cuenta que al menos el 56% de los participantes asignados al grupo de terapia antimi-
crobiana sola tendrian una incidencia de reinfeccién detectable durante el seguimiento. Se necesi-
té un total de 38 participantes en cada grupo para detectar tal diferencia. Se realizaron analisis de

eficacia y seguridad en la poblacién por protocolo. Se ha realizado un analisis descriptivo de todas
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las variables a nivel basal para comprobar la homogeneidad entre grupos. Las caracteristicas basa-
les se describieron mediante la media (con DE), la mediana (con rango Intercuartilico) o las frecuen-
cias (porcentaje) segun correspondiera. Las comparaciones entre grupos se realizaron mediante
la prueba de la t de Student o las pruebas no paramétricas de la U de Mann-Whitney segln fuera
apropiado para las variables continuas y la prueba de Chi-cuadrado para las variables categdricas.
La supervivencia sin reinfeccion se estimé mediante curvas de Kaplan-Meier y se utilizé la prueba
de log-Rank para comparar la supervivencia censurada por reinfeccidn entre los 2 grupos. Se utilizé
el analisis de regresion logistica para estudiar los factores asociados con la reinfeccidn. Todos los
factores del receptor, donante y trasplante que se asociaron significativamente o con tendencia con
el resultado (significativo p<0.05, tendencia 0,05-0,10) se incluyeron en el modelo multivariado.
El criterio de valoracion principal de seguridad se describe por porcentaje y nimero de EA y EAG.
Todos los valores de p fueron exactos y de 2 colas, y los valores <0,05 se consideraron estadistica-

mente significativos. Se utilizd el paquete estadistico SPSS para todos los analisis estadisticos.

5.6 RESULTADOS

Entre 2014 y 2020, se asigno al azar a un total de 44 receptores de érganos sélidos que desarrolla-
ron infecciones graves y que presentaron una inmunodeficiencia secundaria de anticuerpos. Cinco
participantes que fueron asignados al azar no recibieron ningin procedimiento de estudio o fueron
retirados del estudio (Figura 7). Se excluyeron 2 pacientes que fueron aleatorizados al brazo de
GGIV por un fallo en la aleatorizacién; se retiraron 2 pacientes aleatorizados a la terapia antimi-
crobiana convencional porque los investigadores decidieron iniciar la terapia con GGIV debido al
deterioro significativo de la reinfeccidn poco después de la aleatorizacién y el otro se aleatorizé a
la terapia antimicrobiana convencional debido a fallos de seguimiento. Un total de 39 participantes
completaron la fase de protocolo del estudio y fueron seguidos hasta el final del estudio (Figura 7).
Distribucién: Corazén 20, Pulmén 12, Rifidén 5, Higado 2. La inscripcién de pacientes planificada no
se logré debido a restricciones presupuestarias, reclutamiento lento de pacientes y el efecto de la
pandemia COVID-19 durante 2020.
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CARACTERISTICAS CLINICAS

Las caracteristicas iniciales de los participantes se muestran en la TABLA 49.

TABLA 49. CARACTERISTICAS CLINICAS DE LOS GRUPOS GGIV + TAMC VS TAMC

Parametro
Edad, media £ DE
Sexo, % masculino
Tiempo desde el trasplante a V1 en dias RIQ
Re trasplante, %
Falla renal pre trasplante, %

Diabetes mellitus tratada pre-trasplante, %

Uso de dispositivo de asistencia ventricular pre-trasplante, %

Infecciones pre trasplante, %

Serologia positiva CMV del donante, %
Serologia negativa CMV del receptor, %
Serologia CMV discordante D+R-, %

Vacuna neumocdcica polisacarida pre-trasplante, %

Vacuna neumocdcica conjugada pre-trasplante, %
Trasplante urgente, %

Complicaciones quirurgicas post trasplante, %
Rechazo celular agudo antes de V1, %

Profilaxis valganciclovir, %

Profilaxis ganciclovir, %

Profilaxis cefalosporina %

Inmunosupresion de induccion de basiliximab, %
Disfuncidn primaria del injerto, %

Hemodialisis pre trasplante, %

Peso del receptor, media + DE

Hemoglobina - V1, g/dL, media + DE

IgA mg/dL - V1, media + DE

IgM mg/dL - V1, media + DE

Linfocitos - V1, célula/uL, RIQ

Neutréfilos - V1, célula/uL, RIQ

Leucocitos - V1, célula/uL, RIQ

Tiempo al alta, dias, RIQ

GGIV+TAMC
54+11
76.19
41-205
0
20
14.3
14.3
45
94.1

5,88
64.7
43.8
40
30
15.7
57.14
61.9
55.5
61.9
5
10
6916
9.8+1.23
178 +154
51+30
425-1250
3145-11400
4750-12435
24-78
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TAMC Valor p
55+11 0.77
94.44 0.12
34 -282 0.878
0.05 0.310
29.4 0.51
41.2 0.06
22.2 0.52
35.3 0.55
88.2 0.55
22.2 0.12
23,52 0.15
70.6 0.71
23.08 0.24
22.2 0.24
11 0.15
0 0.079
61.1 0.80
50 0.45
64.7 0.58
100 0.003
11.1 0.27
11.1 0.91
73+14 0.426
11.04 £ 2.15 0.034
140 £ 59 0.931
60 + 25 0.144
375-1425 0.646
2700-6925 0.335
4175 -9075 0.46
21-62 0.598

TAMC: Terapia antimicrobiana convencional. CMV: Citomegalovirus. RIQ: Rango Intercuartilico. GGIV: Gamma inmunoglobulina
intravenosa. DE: Desviacion estandar. V1: Visita 1 del ensayo clinico (enrolamiento y aleatorizacién) D: donante. R: receptor.

p<0.05 se considera estadisticamente significativo.
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5.6.2 TIPO DE INFECCIONES EN LOS PACIENTES ALEATORIZADOS

La distribucion de los tipos de microorganismos y de enfermedad se describe en la TABLA 50.

TABLA 50. TIPO DE MICROORGANISMO Y ENFERMEDAD CON EL TRATAMIENTO CORRESPONDIENTE AL
MOMENTO DE LA ALEATORIZACION DEL ENSAYO CLiNICO

Tipo de microorganismo Tipo de enfermedad Terapia
Citomegalovirus Sindrome viral Valganciclovir 5
Citomegalovirus Sindrome viral Ganciclovir 6
Citomegalovirus Citopenia Ganciclovir 3
Citomegalovirus Enteritis Ganciclovir 1
Citomegalovirus Enteritis Valganciclovir 1
Herpes Esofagitis Aciclovir 1
Clostridium difficile Diarrea Fidaxomicina 2
Clostridium difficile Diarrea Metronidazol 1
Escherichia Coli BLEE Bacteriemia + ITU Meropenem, Cefalosporina 1
Escherichia Coli BLEE Bacteriemia + ITU Ceftazidima 1
Haemophilus influenzae Neumonia Piperacillin-Tazobactam, 1
Levofloxacina
Klebsiella BLEE Bacteriemia Ertapenem 1
Klebsiella pneumoniae Neumonia Ciprofloxacina 1
Nocardia Neumonia Amikacina, Imipenem, Linezolid 1
Pseudomona aeruginosa Bacteriemia Ceftazidima 1
Pseudomona aeruginosa Neumonia Piperacillin Tazobactam 2
Pseudomona aeruginosa Neumonia Meropenem + Cefalosporina 1
Pseudomona aeruginosa Mediastinitis Ceftolozano, Tazobactam 1
Pseudomona aeruginosa ITU Meropenem 1
Serratia marcescens Bacteriemia Piperacillin-Tazobactam 1
Serratia marcescens Neumonia Piperacillin-Tazobactam 2
Aspergillus fumigatus Neumonia Micafungina, Posaconazol 1
Aspergillus fumigatus Bronquitis Isavuconazol 1
Aspergillus terreus Mediastinitis Voriconazol 1
Sin diagndstico microbioldgico Neumonia Linezolid, Meropenem 1
Neumonia Levofloxacina 1
Neumonia Piperacillin-Tazobactam 3
Neumonia Ceftriaxona 2
Neumonia Meropenem, Linezolid 1
ITU Ceftriaxona 1

ITU: Infeccidn del tracto urinario. BLEE: betalactamasa de espectro extendido
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5.6.3 TIPO DE RE-INFECCIONES EN LOS PACIENTES ALEATORIZADOS

La distribucién y los tipos de reinfecciones que se desarrollaron después de V1 se presentan en la
TABLA 51.

TABLA 51. TIPO DE MICROORGANISMO Y ENFERMEDAD EN EL MOMENTO DE LA PRIMERA REINFECCION
DURANTE EL SEGUIMIENTO

Grupo V3 V4 V5 V6 V7
GGIV + cmv Pneumonia+ Clostridium
TAMC Enteritis (2) Sepsis difficile
Klebsiella Diarrea
pneumoniae

Neumonia (2)

TAMC Pseudomona  Pseudomona  Klebsiella Staphylococcus  Escherichia coli
aeruginosa aeruginosa pneumoniae aureus ITU
Mediastinitis  ITU ITU Neumonia
cMmv cMv InfeccionCMV  Streptococcus
Infeccion (3) Infeccion (2) viridans Neumonia +

Escherichia coli
ITU

TAMC: Terapia antimicrobiana convencional. CMV: Citomegalovirus. GGIV: Gamma immunoglobulina intravenosa. ITU: Infeccion
del tracto urinario. (nimero de infecciones). V: Visita.

5.6.4 VARIABLES PRINCIPALES DE EFICACIA

La tasa de reinfeccidon fue significativamente menor en los pacientes aleatorizados para recibir
GGIV en comparacion con los pacientes que recibieron solo terapia antimicrobiana convencional
(28,6 % frente a 66,7%, prueba de Chi-cuadrado, p = 0,017).

La mediana de nuevos episodios infecciosos después de la aleatorizacion tendié a ser menor en el
grupo de GGIV, pero la diferencia no fue significativa (0,47, (1-3), versus 0,89, (1-4) la prueba de la

U de Mann-Whitney, p = 0,056).

En el analisis de regresidn logistica, el uso de GGIV se asocid con una tasa mas baja de desarrollar

reinfeccion grave durante el seguimiento. Las variables clinicas que resultaron ser significativamente
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diferentes o tendian a ser diferentes entre pacientes con GGIV y sin GGIV se introdujeron luego en
modelos de regresidn univariante para evaluar su posible asociacidn con el riesgo de reinfeccidn.
La Unica de estas variables clinicas que se asoci6 significativamente o tendié a estar asociada con el
desarrollo de reinfeccién en el andlisis de regresion logistica univariante fue el sexo (las mujeres se
asociaron con un menor riesgo de reinfeccion) (Tabla 52). En el analisis de regresion logistica multi-
variante, la GGIV se mantuvo significativamente asociada con tasas mas bajas de reinfeccidon después

del ajuste por sexo (Tabla 53).

TABLA 52. ANALISIS UNIVARIANTE DE REGRESION LOGISTICA, TRAS LA V1, DE VARIABLES CLINICAS
ASOCIADA CON EL DESARROLLO DE REINFECCION DURANTE EL SEGUIMIENTO

Parametros (0]} 1C-95% Valor p
Uso GGIV 0.20 0.05-0.78 0.021
Sexo(mujer) 0.296 0.05-1.68 0.170
Tipo de trasplante (corazdn, pulmon, rifidn, higado) 0.848 0.413-1.739 0.848
Diabetes mellitus pre-trasplante tratada 1.231 0.320-4.74 0.51
Serologia CMV positiva del receptor 0.596 0.089 - 4.008 0.595
Estatus seroldgico discordante (D+R-) no presente 0.625 0.091-4.275 0.632
Basiliximab no usada como terapia de induccion 0.889 0.19-4.150 0.55
Complicacion quirtrgica 1.062 0.227-4.981 0.939
Rechazo celular agudo antes de V1 no presente 0.444 0.072-2.760 0.444
Hemoglobina en V1, por cada disminucién mg/dL 1.020 0.726-1.434 0.909
IgM en V1 es > 50 mg/dL 0.360 0.032-4.006 0.406

OR: Odds Ratio. CMV: Citomegalovirus. GGIV: Gamma inmunoglobulina intravenosa. V1: Visita 1 del ensayo clinico
(enrolamiento y aleatorizacion). p<0.05 se considera estadisticamente significativo.

TABLA 53. ANALISIS MULTIVARIANTE DE REGRESION LOGISTICA, TRAS LA V1, DE VARIABLES CLINICAS
ASOCIADA CON EL DESARROLLO DE REINFECCION DURANTE EL SEGUIMIENTO

Parametros OR 1C-95% Valor p
Uso GGIV 0.234 0.05-0.945 0.041
Sexo (mujer) 0.281 0.027-2.954 0.290

OR: Odds Ratio. CMV: Citomegalovirus. GGIV: Gamma inmunoglobulina intravenosa. V1: Visita 1 del ensayo clinico
(enrolamiento y aleatorizacion). p<0.05 se considera estadisticamente significativo.
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5.6.5 VARIABLES SECUNDARIAS DE EFICACIA

5.6.5.1 RECONSTITUCION DE IGG

Se evalud la reconstitucion inmunitaria de los niveles de IgG en todos los sujetos en la aleatoriza-
ciéon de todas las visitas del estudio hasta la visita final del estudio (V7). Al inicio del estudio (V1), los
niveles de IgG tendieron a ser mas bajos en el grupo de GGIV que en el grupo de antimicrobianos
convencionales. En V2 en el momento de la primera infusion de GGIV, los niveles de GGIV fueron
significativamente mas bajos en el grupo de GGIV. Se presentd hipogammaglobulinemia severa (I1gG
<400 mg/dl) en 10 casos. El 70% de estos casos estaban en el grupo GGIV. La magnitud de la recons-
titucion de 1gG se demostro a lo largo del tiempo comenzando en V3 después de que la primera
dosis de GGIV fue significativamente mayor en V4 y V6 en el grupo de GGIV. Los niveles medios de

IgG en cada grupo después de la aleatorizacion se describen en la Tabla 54 y la Figura 8.

TABLA 54. CINETICA DEL VALOR DE IGG DURANTE EL SEGUIMIENTO

GGIV + TAMC
Visita mediatDE RIQ mediatDE
V1 435184 389-502 476175 416-538 0.120
V2 441197 364-529 515+109 441-587 0.039
V3 6521181 528-766 5591138 475-668 0.094
V4 7751301 581-899 6111136 509-745 0.011
V5 8451342 615-1085 6561167 528-755 0.079
V6 903+305 704-1065 6961207 552-823 0.008
V7 7971256 652-861 7311268 566-852 0.267

TAMC: Terapia antimicrobiana convencional. RIQ: Rango Intercuartilico. GGIV: Gamma inmunoglobulina intravenosa. DE:
Desviacion estdndar. V: Visitas del ensayo clinico (V1: enrolamiento y aleatorizacion, V2: primera dosis de GGIV, V3-V6:

Seguimiento, V7: Visita final. p<0.05 se considera estadisticamente significativo.
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FIGURA 8. CINETICA DE LOS NIVELES DE IgG

IgG mg/dL
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GGIV fue asociado con la reconstitucion IgG iniciado en la V3 del ensayo clinico. V: Visita del ensayo clinico. p<0.05 se considera

estadisticamente significativo.

FACTORES RELACIONADOS A LA RECONSTITUCION DE LA
INMUNIDAD HUMORAL

A) El tiempo medio (nimero de dias) para alcanzar una concentracion sérica de 1gG> 750 mg/
dL después de la visita 1 del ensayo clinico tendié a ser mas corto en el grupo de GGIV (66
frente a 96 dias, p = 0,106).

B) El tiempo medio (nimero de dias) que la IgG permanecié> 750 mg/dl durante el segui-
miento después de la visita 1 del ensayo clinico se prolongd en el grupo de GGIV, pero sin
significacion estadistica (47 frente a 27 dias, p = 0,271). Al final del estudio, después de la
aleatorizacion, 14 de 27 (51,85%) participantes en el grupo de GGIV tenian al menos un
nivel de IgG> 750 mg/dl, mientras que 8 de 18 (44,4%) en el grupo de tratamiento antimi-
crobiano convencional revelaron niveles de 1gG > 750 mg/dl (p = 0,163). El nUmero medio
de visitas en las que los niveles de IgG fueron> 750 mg/dl fueron de 2 y 1 dias (p = 0,165)
en los grupos de GGIV y no GGIV, respectivamente. La reconstitucion de los niveles de IgG
entre V1 y V7 fue significativamente mayor en el grupo de GGIV en comparacién con el
grupo sin GGIV (361 + 223 vs 255 + 275 mg/dL, p = 0.038).
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IMPACTO DE LA TERAPIA DE GGIV EN LOS TIEMPOS DE
HOSPITALIZACION

A) El tiempo acumulado de dias de hospitalizacion durante el seguimiento del ensayo fue si-
milar en ambos grupos (33 * 25 frente a 38 + 21 dias, p = 0,398).

B) El numero total de nuevos ingresos durante el seguimiento que se consideraron relacio-
nados con una infeccion grave fue similar en ambos grupos (rango 0-1 vs 0-3, p = 0,518).
Durante el seguimiento, 2 pacientes del grupo de GGIV desarrollaron rechazo celular agudo
(2 frentea 0, p=0,18).

C) En el andlisis de Kaplan Meier, la supervivencia sin reinfeccién grave después de V1 del en-
sayo clinico fue significativamente menor entre los pacientes tratados con GGIV (Log Rank
5.09, p = 0.024, Figura 9).

FIGURA 9. CURVA DE SUPERVIVENCIA KAPLAN-MEIER POST-V1 SIN REINFECCION DE
TRASPLANTADOS DE ORGANO SOLIDO DEL GRUPO DE GGIV + TAMC VERSUS SOLO TAMC

1,0,

GGIV + TAMC

TAMC

0,0

0 30 60 90 120 150 180 210
TAMC: Terapia antimicrobiana convencional. GGIV: Gamma inmunoglobulina intravenosa. Tiempo: meses posteriores a la V1.

V1: visita 1 del ensayo clinico (aleatorizacion).
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VARIABLES DE SEGURIDAD

Los 39 pacientes se incluyeron en el analisis de seguridad. La GGIV en combinacién con la tera-
pia antimicrobiana convencional fue bien tolerada. Todos los pacientes asignados al azar a GGIV
completaron el protocolo del estudio. Los niveles medios de urea fueron mas altos en el grupo de
GGIV en V4 y V7. El porcentaje de pacientes con niveles elevados de urea, segun el laboratorio de
referencia (>40 mg/dL) fue mayor en el brazo de GGIV, pero la diferencia no fue significativa en
ninguna visita. Los niveles medios de urea de V7 fueron similares a los valores iniciales en V1 en
ambos grupos (Figura 10) Los valores de creatinina fueron similares en ambos grupos (Figura 11).

Los niveles de transaminasas fueron similares en ambos grupos (Figura 12 y Figura 13).

FIGURA 10. CINETICA DE UREA
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GGIV: Gamma inmunoglobulina intravenosa. V: Visita, V1: visita 1 del ensayo clinico (aleatorizacion). p<0.05 se considera

estadisticamente significativo.
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FIGURA 11. CINETICA DE CREATININA
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GGIV: Gamma inmunoglobulina intravenosa. V: Visita, V1: visita 1 del ensayo clinico (aleatorizacion). p<0.05 se considera

estadisticamente significativo.
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FIGURA 12. CINETICA DE TGO
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GGIV: Gamma inmunoglobulina intravenosa. V: Visita, V1: visita 1 del ensayo clinico (aleatorizacion). p<0.05 se considera

estadisticamente significativo.
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FIGURA 13. CINETICA DE TGP
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GGIV: Gamma inmunoglobulina intravenosa. V: Visita, V1: visita 1 del ensayo clinico (aleatorizacion). p<0.05 se considera

estadisticamente significativo.

Se notificaron ala CRO un total de 16 EAG en 13 pacientes (Tabla 55). La prevalencia de eventos adver-
sos graves fue de 6/21 pacientes tratados con GGIV (28,57%) y de 7/18 pacientes sin GGIV (38,88%)
(prueba de Chi-cuadrado bilateral, p = 0,496). Ninguno de los eventos adversos graves se considerd
relacionado con el farmaco del estudio segun los informes de los investigadores. Ninguno de los pa-
cientes tratados con GGIV tuvo que interrumpir la medicacion del estudio y se completaron todas las
dosis del protocolo. Entre los pacientes, hubo un participante que recibié GGIV que fue diagnosticado
de shock séptico registrado en el informe V7 del ensayo clinico y murié 32 dias después de la ultima
dosis de GGIV. Este paciente desarrollé previamente neumonia y sepsis después de las 2 primeras
dosis de GGIV. La infeccidn que condujo al reclutamiento fue una neumonia, los niveles basales de IgG
fueron 436 mg/dL y los recuentos de linfocitos 300/uL. Los niveles de GGIV en V6 fueron 803 mg/dI
en este paciente. Un paciente tratado con GGIV desarrollé trombosis venosa profunda (TVP) durante
el seguimiento. Otro participante que fue asignado al grupo de terapia antimicrobiana convencional
sola también reveld TVP. No se informaron EAGI. De acuerdo con el protocolo, la serologia de hepati-
tis B, Cy VIH se realiz6 en V7 y fue negativa en todos los pacientes del brazo de GGIV. En el grupo sin

GGIV se encontré que dos pacientes eran positivos para HBsAg en V7.
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TABLA 55. REACCION ADVERSA SEVERA REPORTADA A LA CRO DURANTE EL PERIODO DE ESTUDIO

Descripcion Relacién con el farmaco de estudio
GGIV Linfoma Non-Hodgkin No
GGIV Efusion pericardica No
GGIV Neutropenia No
GGIV Efusion pleural No
GGIV Perforacién Intestinal No
GGIV Trombosis venosa profunda No
GGIV Neumonia and sepsis No
TAMC Neutropenia -
TAMC Caquexia -
TAMC Fractura cubital -
TAMC Hemorragia cerebral -
TAMC Debilidad adquirida en la UCI -
TAMC Trombocitopenia -
TAMC Trombosis venosa profunda -
TAMC Neumonia -
TAMC Neutropenia -

CRO: Organizacion de Investigacion por Contracto. GGIV: Gamma immunoglobulina intravenosa. TAMC: Terapia antimicrobiana
convencional. UCI: Unidad de Cuidados Intensivos.

5.6.9 SUBESTUDIO DE MONITORIZACION DE LA INMUNIDAD HUMORAL

Observamos el efecto de la GGIV sobre los pardmetros de inmunidad humoral.

Analizamos la dindmica de la inmunidad humoral de distintos pardmetros de inmunidad humoral
en un subgrupo de receptores de drganos solidos que participan en el centro de coordinacion (9 en
el grupo de GGIV [6 de corazdn, 2 de rifidn, 1 de higado] y 10 en el grupo de no GGIV [7 de corazdn,

2 de rifidn, 1 receptor de higado]).

En la V1 del ensayo clinico, las subclases de IgG fueron similares en ambos grupos (Figura 14 y
Figura 15). En V7, los niveles de IgG1 fueron significativamente mas altos en el grupo de GGIV. Se
demostraron niveles significativamente mas altos de anti-citomegalovirus IgG especifico, anticuer-
pos IgG anti-toxina A y B de Clostridium difficile y toxoide antitetanico IgG1 en V7 en pacientes que
recibieron GGIV en comparacidn con pacientes que fueron tratados con terapia antimicrobiana sola

(Figura 16, Figura 17 y Figura 18).
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FIGURA 14. DINAMICA DE LAS SUBCLASES IGG1 E IGG2
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GGIV: Gamma inmunoglobulina intravenosa. V1: Visita 1 en el momento de aleatorizacion. V7= Visita 7 al dia 30-45 dias después
de la ultima dosis de GGIV o tiempo similar en el grupo No-GGIV. p<0.05 se considera estadisticamente significativo.

FIGURA 15. DINAMICA DE LAS SUBCLASES IGG3 E IGG4
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GGIV: Gamma inmunoglobulina intravenosa. V1: Visita 1 en el momento de aleatorizacion. V7= Visita 7 al dia 30-45 dias después
de la ultima dosis de GGIV o tiempo similar en el grupo No-GGIV. p<0.05 se considera estadisticamente significativo.
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FIGURA 16. DINAMICA DE ANTICUERPOS IGG ESPECIFICOS FRENTE A ANTIGENOS TOXOIDE TETANICO
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A. Anticuerpos IgG Anti-toxoide tetdnico y B. Anticuerpos IgG 1 Anti-toxoide tetdnico GGIV: Gammaglobulina intravenosa. V1:
Visita 1 en el momento de la aleatorizacion. V7= Visita 7 hasta 30-45 dias después de la ultima dosis de GGIV o tiempo similar en
el grupo sin GGIV.Anticuerpos IgG anti-Te-Tox: Anticuerpos IgG Anti-toxoide tetdnico. DO: Densidad dptica. p<0.05 se considera
estadisticamente significativo.

FIGURA 17. DINAMICA DE ANTICUERPOS IGG ESPECIFICOS FRENTE
A ANTIGENOS POLISACARIDO NEUMOCOCICO
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A.Anticuerpos IgG Anti-PCP y B. Anticuerpos IgG2 Anti-PCP.GGIV: Gammaglobulina intravenosa. V1: Visita 1 en el momento
de la aleatorizacion. V7= Visita 7 hasta 30-45 dias después de la ultima dosis de GGIV o tiempo similar en el grupo sin GGIV.

Anticuerpos IgG anti-PCP: Anticuerpos IgG anti- polisacdrido neumocdcico. p<0.05 se considera estadisticamente significativo.
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FIGURA 18. DINAMICA DE ANTICUERPOS IGG ESPECIFICOS FRENTE
A ANTIGENOS TOXINA A Y B DE Clostridium difficile
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A. Anticuerpos IgG Anti-toxina A de Clostridium difficile y B. Anticuerpos IgG Anti-toxina B de Clostridium difficile. GGIV:
Gammaglobulina intravenosa. V1: Visita 1 en el momento de la aleatorizacion. V7= Visita 7 hasta 30-45 dias después de la
ultima dosis de GGIV o tiempo similar en el grupo sin GGIV; IgG anti- Tox-A CD: Anticuerpos IgG Anti-toxina A de Clostridium
difficile. DO: Densidad dptica. p<0.05 se considera estadisticamente significativo.

FIGURA 19. DINAMICA DE ANTICUERPOS IGG ESPECIFICOS FRENTE A
ANTIGENOS DE Citomegalovirus y el Virus de la Varicela-Zéster
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A. Anticuerpos IgG anti-VZ y B. Anticuerpos IgG anti-CMV. GGIV: Gammaglobulina intravenosa. V1: Visita 1 en el momento
de la aleatorizacion. V7= Visita 7 hasta 30-45 dias después de la ultima dosis de GGIV o tiempo similar en el grupo sin GGIV.
Anticuerpos IgG anti-CMV: Anticuerpos IgG anti-citomegalovirus. Anticuerpos IgG anti-VZ: Anticuerpos IgG anti-varicela zéster.
p<0.05 se considera estadisticamente significativo.
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Comparamos las diferencias por grupo entre los niveles basales y de la visita 7 y encontramos una
diferencia significativa en el nivel de anticuerpos IgG anti-citomegalovirus, anticuerpos IgG anti- to-
xinas Ay B del Clostridium difficile, anticuerpos IgG e IgG1 anti-clostridium tetani y anticuerpos IgG
anti-varicela zdster en pacientes tratados con GGIV, pero ninguno en el grupo de terapia antimicro-
biana (Tabla 56). Se demuestra disminuciones significativas (V1 - V7) de IL-6 y BAFF en pacientes
tratados con GGIV (Tabla 56 y Figura 20, Figura 21). También se observé una disminucién significa-
tiva de IL-6 en pacientes sin GGIV. Los niveles de IgD se mantuvieron estables en el brazo de GGIV,

pero aumentaron significativamente en los pacientes no tratados con GGIV (Tabla 56 y Figura 22).

TABLA 56. CINETICA DE ANTICUERPOS ESPECIFICOS Y OTROS BIOMARCADORES EN SUERO

GGIV + TAMC
Parametro

V7 Valor p Vi

Anti-CMV U/mL 31009 91509 0.047 20835 22931 0.760
IgG Anti-VVZ 456.3 712.9 0.002 450.6 603.4 0.101
IgG Anti-PCP mg/dL 7.66 8.52 0.708 16.05 10.44 0.067
IgG2 Anti-PCP mg/dL 42.16 48.05 0.239 40.73 43.71 0.708
Anti-Toxina A- CD DO 0.084 0.195 <0.001 0.083 0.082 0.965
Anti-Toxina B- CD DO 0.108 0.265 0.001 0.098 0.105 0.763
IgG Anti-CT 0.360 6.025 <0.001 0.468 0.496 0.809
IgG1 Anti-CT 3.53 10.67 <0.001 3.63 4.78 0.488
IL-6 29.03 551 0.016 26.73 13.66 0.043
BAFF 1329.1 575.3 0.027 1487.07 799.13 0.115
IgD 227.9 214.7 0.906 108.26 187.91 0.031

TAMC: Terapia antimicrobiana convencional. GGIV: Gammaglobulina intravenosa. CMV: Citomegalovirus. VZ: varicela zdster.
PCP: Polisacdrido neumocdcico. CD: Clostridium difficile. CT: clostridium tetani. DO: Densidad dptica. DE: Desviacion estdndar.
V1: Visita 1 del ensayo clinico (enrolamiento y aleatorizacion). V7: Visita 7 al dia 30-45 dias después de la ultima dosis de GGIV.
p<0.05 se considera estadisticamente significativo.
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FIGURA 20. DINAMICA DE LA IL-6 ENTRE LA V1Y V7
IL-6 pg/mL

100 P: 0,967 P: 0,766
90

80
70
60

50 ]_

40

2
2

o
X

10

V1 V7
M GGIV [ NOGGIV

GGIV: Gammaglobulina intravenosa. V1: Visita 1 en el momento de la aleatorizacion. V7: Visita 7 hasta 30-45 dias después de la
ultima dosis de GGIV o tiempo similar en el grupo sin GGIV. p<0.05 se considera estadisticamente significativo.

FIGURA 21. DINAMICA DE BAFF ENTRE LAV1Y V7
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GGIV: Gammaglobulina intravenosa. V1: Visita 1 en el momento de la aleatorizacion. V7= Visita 7 hasta 30-45 dias después de
la ultima dosis de GGIV o tiempo similar en el grupo sin GGIV. BAAF: Factor activador de linfocitos B pertenecientes a la familia
TNF. p<0.05 se considera estadisticamente significativo.
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FIGURA 22. DINAMICA DE LA IGD
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GGIV: Gammaglobulina intravenosa. V1: Visita 1 en el momento de la aleatorizacion. V7= Visita 7 hasta 30-45 dias después de la
ultima dosis de GGIV o tiempo similar en el grupo sin GGIV. p<0.05 se considera estadisticamente significativo.

5.7 DISCUSION

EFICACIA

En el ensayo clinico multicéntrico, prospectivo y aleatorizado, se demuestra que la adicion de GGIV a la

terapia antimicrobiana convencional se asocia a una menor tasa de reinfeccién tras esta intervencion.

Existe poca experiencia previa en la administracion de GGIV en el campo del trasplante de drganos
sélidos en el momento de una infeccién grave cuando se demuestra una inmunodeficiencia de anti-
cuerpos, pero se ha utilizado en deficiencias de anticuerpos primarias y secundarias con resultados
alentadores y los autores creen que es el método mas rapido y confiable para obtener mejores

concentraciones de anticuerpos relevantes’.
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En receptores de drganos solidos con infecciones graves y deficiencia secundaria de anticuerpos,
el potencial de la inmunoterapia con GGIV para reducir el nimero de reinfecciones se ha descrito
previamente en estudios retrospectivos’. En el metanalisis, se ha descrito que el uso de GGIV re-
duce la mortalidad en los receptores de trasplante de corazén en comparacion con aquellos con
hipogammaglobulinemia que no reciben GGIV, o mejora la mortalidad al nivel equivalente con
aquellos sin hipogammaglobulinemia en los receptores de trasplante de pulmén®. En el ensayo
clinico, la mediana del nimero de reinfecciones fue menor en los pacientes tratados con GGIV, pero

la diferencia no fue significativa.

El reemplazo de GGIV fue independiente como factor protector para el desarrollo de reinfeccio-
nes graves después del ajuste por factores de riesgo clinicos que resaltan el papel potencial de

esta intervencion.

En enero de 2019, la AEMPS actualizé la indicacién de productos GGIV en inmunodeficiencias se-
cundarias en pacientes que padecen infecciones graves o recurrentes, tratamiento antimicrobiano

ineficaz y falla de anticuerpos especificos demostrada o nivel sérico de IgG <400 mg/dL*?.

La seleccion del punto de corte para la intervencidn de la hipogammaglobulinemia IgG (IgG <600
mg/dL) de este ensayo clinico se disefié antes de la directriz actualizada de la AEMPS y estad de
acuerdo con el punto de corte de la hipogammaglobulinemia IgG que se ha evaluado en distintos
estudios multicéntricos. como factor de riesgo de infeccidon grave en receptores cardiacos y pulmo-
nares*®. Solo 10 pacientes (22,7%) en nuestro ensayo clinico revelaron hipogammaglobulinemia
IgG grave en el momento de la aleatorizacion. Este hecho impidid a partir de realizar un analisis de

subgrupos en estos pacientes con hipogammaglobulinemia severa.

El disefio de nuestro estudio (incluido el tiempo de administracidon temprano después del diag-
néstico de la infeccion, nimero de dosis y horario) es Unico, por lo que sera un desafio analizarlo
en comparacién con otros protocolos que puedan evaluarse en el futuro en este campo, es decir
con dosis Unicas, mas cortas o prolongadas de GGIV. La directriz de la AEMPS no incluye ninguna

directriz especifica sobre el tiempo de la terapia de reemplazo en receptores de drganos sdlidos.

En el estudio actual, la seleccidon de un protocolo fijo de 5 dosis para el reemplazo de GGIV se
basé en los resultados de un estudio de prueba de concepto previo del uso de GGIV para prevenir
infecciones en receptores cardiacos en el que se demostré un menor riesgo de infeccion grave
con una media de 3 dosis de GGIV3. Los estudios retrospectivos previos de un solo centro no lo-
graron encontrar un impacto positivo en el uso de GGIV en pacientes con hipogammaglobuline-
mia.’® En uno de estos estudios, el primer reemplazo de IgG se produjo en una mediana de 323,5

dias después del trasplante y los pacientes recibieron una mediana de 2 dosis de GGIV, mientras
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gue en nuestro estudio usamos 5 dosis (dosis total de 90 gramos)**. Se necesitan mas ensayos

clinicos en este campo para definir mejor el protocolo mas adecuado.
El hecho de que los niveles basales de IgG fueron mds bajos en el grupo de GGIV y de que el 70%

de los pacientes con hipogammaglobulinemia grave de 1gG se encontraran por casualidad en este

grupo, destaca el posible papel protector de la administracién de GGIV en este ensayo clinico.

SEGURIDAD

La mayoria de los eventos adversos informados durante el ensayo fueron leves y tolerables, incluso
durante las primeras administraciones de GGIV. Se encontré que los receptores de GGIV tenian una
concentracion de urea significativamente mas alta en distintas visitas después de V1 del ensayo
clinico. Sin embargo, los niveles de creatinina fueron similares en ambos grupos durante todas las
visitas de seguimiento. No recuperamos informacidn sobre el aclaramiento de creatinina en nues-
tra base de datos. El efecto potencial de niveles mas altos de urea en pacientes tratados con GGIV
debe evaluarse mas a fondo en ensayos clinicos futuros. Hasta la fecha no podemos descartar el
efecto de nuestra intervencion en el desarrollo de trombosis venosa profunda en un paciente que
reveld factores de riesgo para el desarrollo de esta complicacidon. También se observé un evento
trombotico en un paciente del grupo sin GGIV. El protocolo no pudo prevenir la recurrencia de una

infeccién bacteriana grave que provocé la muerte en un caso en el brazo de GGIV.

INMUNIDAD HUMORAL

Realizamos un subestudio para evaluar la dindmica de la reconstitucién de la inmunidad humoral

especifica para comprender mejor los posibles mecanismos de accién de la GGIV.

Nuestro estudio mostré un aumento muy modesto en las subclases de IgG en suero, incluida solo
la subclase de IgG1. No encontramos un efecto significativo de la GGIV en la reconstitucién de otras
subclases de IgG que circulan a una concentracién mas baja que la IgG1, posiblemente relacionado
con el tratamiento de corta duracién en comparacién con el tratamiento mds prolongado en estu-

dios previos realizados en otros entornos clinicos.

Sin embargo, por primera vez se demuestra que las infusiones de la GGIV se asociaron con un au-

mento en los niveles de anticuerpos antimicrobianos IgG especificos distintos que son importantes
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para el control de complicaciones infecciosas especificas que se observan en el trasplante de érganos
sélidos. No se observaron elevaciones significativas de anticuerpos especificos en el grupo de terapia
antimicrobiana sola. Todos estos resultados sugieren que la GGIV se asocia con la reconstitucién de
la inmunidad humoral especifica y probablemente pueda contribuir de forma adecuada para intentar
obtener una respuesta inmunitaria eficaz frente a infecciones virales y bacterianas. El perfil inmuno-
l6gico de la reconstitucion de anticuerpos especificos fue mas claro que la reconstitucién adecuada
de los niveles de IgG, lo que sugiere que es posible que la reconstitucion de anticuerpos especificos
sea mas importante que la sustitucién adecuada de la IgG total. Dado que el estudio de anticuerpos
especificos solo se realizé como subestudios en el centro coordinador de Madrid, no hemos analizado

el impacto de la sustitucion de anticuerpos especificos con el desarrollo de reinfeccion.

Se debe considerar que el protocolo GGIV también podria tener un impacto en otros resulta-
dos clinicos mas alla de los tres meses del protocolo del estudio. La GGIV podria conferir cierto
grado de tolerancia inmunitaria. Se ha descrito que la GGIV modula las reacciones inflamato-
rias in vivo, ya sea directamente al disminuir la activacion de las células inmunitarias o indi-
rectamente mediante la modulacién de los receptores.'* En este sentido, nuestros resultados
mostraron influencia de GGIV en los niveles de BAFF e IL-6 que fueron significativamente mas
bajos en V7 en comparacién con los niveles basales en el momento del diagndstico de la infec-
cion grave. El papel de IL-6 y BAFF en la patogenia del rechazo se ha demostrado previamente
en el trasplante de érgano sélido™’. Ha sido informado previamente sobre alteraciones de
subconjuntos de células B virgenes y de memoria y su asociacién con el riesgo de rechazo e
infeccidn en receptores cardiacos®®. El seguimiento prolongado para observar el impacto po-
tencial de la GGIV en otros resultados clinicos, como el rechazo agudo y crénico, podria ser
esclarecedor. Se ha descrito un aumento de los niveles de IgD en pacientes con infecciones. En
nuestro estudio, los niveles de IgD se mantuvieron estables en el brazo de GGIV, mientras que
hubo un aumento significativo en pacientes sin GGIV, lo que podria sugerir otro mecanismo

inmunomodulador potencial de la GGIV.

Teniendo en cuenta todos los hallazgos previos con respecto a las pruebas de IgG en trasplan-
tados de drgano sélido para detectar el riesgo de infeccién, y los estudios retrospectivos que
sugieren el papel potencial de la terapia de reemplazo de GGIV en este contexto, se recomienda
evaluaciones adicionales para analizar la eficacia y seguridad en estudios futuros con un mayor

ndimero de pacientes.
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5.8 LIMITACIONES

Nuestro estudio tuvo varias limitaciones. Un desafio para interpretar nuestros resultados es tener
un tamafio de muestra pequefio, aunque existe la posibilidad, no esta del todo claro que tener mas
participantes podria significar un resultado similar. Se incluyeron muy pocos pacientes receptores
de higado y rifidn y el pequefio nimero nos impidié realizar andlisis separados por tipo de trasplan-
te de d6rgano sélido o por tipo de resultados infecciosos o por diferentes niveles de hipogammaglo-
bulinemia. Incluso la mayoria de las caracteristicas iniciales de los participantes fueron similares al
grupo de GGIV revelado por casualidad niveles mas bajos de IgG. Ademas, aunque la reconstitucion
de la respuesta de inmunidad humoral a la GGIV fue muy prometedora, el tamafio del efecto ha
sido modesto y persisten oportunidades para mejorar la eficacia de esta estrategia. También es
importante considerar si el protocolo de cinco dosis es suficientemente bueno. Varias subclases de
IgG y anticuerpos especificos no aumentaron con las infusiones de GGIV. Queriamos determinar el
efecto de este enfoque como una forma principal de introduccidn pasiva de la inmunidad humoral
y asegurarnos de que los anticuerpos especificos ejerzan efectos en este entorno clinico de alto
riesgo en los receptores de drgano sélido. Sin embargo, el efecto limitado sobre la dindmica de
otros anticuerpos especificos y el hecho de que se tratara de un subestudio realizado solo en un

centro no permitié sacar conclusiones contundentes al respecto.

5.9 CONCLUSIONES

— La combinacién de GGIV y terapia antimicrobiana administrada a receptores de érganos
sélidos con infeccion severa e inmunodeficiencia secundaria de anticuerpos disminuye la

tasa de episodios de reinfeccién.

— La terapia con GGIV en combinacién con la terapia antimicrobiana convencional es bien

tolerada y no se relaciona con eventos adversos graves.

— La terapia con GGIV se asocia a niveles mas altos de anticuerpos IgG anti-citomegalovirus,
anticuerpos IgG anti- toxinas Ay B del Clostridium difficile, anticuerpos IgG e IgG1 anti-clos-

tridium tetani y anticuerpos IgG anti-varicela zéster en pacientes tratados.
— Laterapia con GGIV se asocia a disminuciones significativas de BAFF en pacientes tratados.

— Laterapia con GGIV se asocia a niveles normales de IgD en los pacientes tratados.
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6. ESTUDIO 1

Evaluacion de la funcion inmunomoduladora in-vitro de
las células mesenquimales de placenta humana frente
a la respuesta celular T de los pacientes recuperados de
COVID-19 severo y critico

INTRODUCCION

La enfermedad del Coronavirus (COVID-19) es causada por el coronavirus de tipo 2 causante del
sindrome respiratorio agudo severo (SARS-CoV-2).%° El virus se expandio sin control forzando a la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS) a declarar una emergencia de salud global el 30 de enero
del 2020.?° Hasta la fecha, los casos totalizan mas de 314 millones y 5,5 millones de muertes desde

que se reportd el primer caso en Wuhan, China en diciembre del 2019.%

Aungue la mayoria de los pacientes s6lo experimentan sintomas leves o incluso son asintomaticos,
los pacientes con mds de 60 afios y aquellos con comorbilidades como enfermedades pulmonares,
hipertensién arterial, diabetes mellitus, enfermedades renales crdnicas, enfermedades pulmona-
res crénicas, fumadores, cancer o trasplantes de drganos sélidos o células madre hematopoyéticas
requieren hospitalizacidn casi seis veces mas que aquellos sin esas condiciones médicas (45.4% vs
7.6%) y usualmente se deterioran hacia casos severos o criticos, presentando el sindrome de distrés
respiratorio agudo (SDRA) y fallos multiorganicos que requieren tratamiento de cuidados intensivos
(UCI) con una tasa de mortalidad alta (19.5% vs 1.6%).22 Ademas, los pacientes masculinos tienen
un riesgo mayor de desarrollar una enfermedad severa y una mayor probabilidad de mortalidad por

COVID-19 que las pacientes femeninas.?

El SARS-CoV-2 es un virus con envoltura esférica que contiene RNA monocatenario positivo de apro-

ximadamente 30Kb?*. Esta rodeada por una membrana con diversas proteinas embebidas como la
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espicula (S), nucleocapside (N) y membrana (M) entre otras?®. Durante la internalizacién del virus la
proteina S se enlaza con los receptores de la enzima convertidora de angiotensina 2 (ECA-2) en la
célula huésped vy, entonces la proteasa transmembrana serina 2 (TMPRSS2) activa la proteina S para
la internalizacién mediante la fusién con la membrana huésped.?®?” El RNA viral monocatenario o
bicatenario vinculado al patréon molecular asociado al patégeno (PAMPs) puede ser identificado por
los receptores de reconocimiento de patrones (PPRs) incluyendo los receptores tipo Toll (TLRs) y

receptores tipo RIG (RLRs) en las células huésped.?®

Los factores reguladores de interferdon 3 (IRF3), 7 (IRF7) y el factor nuclear potenciador de las ca-
denas ligeras kappa de las células B activadas (NF-kB) se activan después del reconocimiento de
PAMPs para inducir la produccion de IFN-I y citocinas pro-inflamatorias, respectivamente.? La lin-
fopenia es un rasgo caracteristico en los pacientes con COVID-19 y se correlaciona con la enferme-
dad grave.?®®! Otras condiciones relacionadas incluyen la potenciacion dependiente de anticuerpos
(ADE) 3233, neutrofilia**3 disregulacion de monocitos y macréfagos®**’, reduccidn o respuesta re-

tardada al interferdn tipo | (IFN-1),*¥%°y tormenta de citoquinas (CS).4**2

La respuesta de las células colaboradoras T CD4+ especificas del SARS-CoV-2 estd dirigida contra
las 3 proteinas. ** Utilizando las células mononucleares de sangre periférica (CMSPs) derivadas de
los casos convalecientes de COVID-19, Grifoni et al reportaron que las células T CD4+ especificas
del SARS-CoV-2 eran funcionales, ya que las células produjeron IL-2 en respuesta a la asociacién
de péptidos de las proteinas S-, N-, M- y otras, y la polarizacién celular parecia ser un tipo cldsico
de Th1l, ya que produjo interferén gamma (IFN-y) en cantidades importantes, mientras que poca o
ninguna de IL-4, IL-5, IL-13 o IL-17A fueron expresados. Del mismo modo, se detectaron respuestas
de las células T CD8+ mediante marcadores inducidos por activacion (CD69+CD137+) en el 70%
de los casos de COVID-19 estudiados y, de forma independiente, se detectaron las células T CD8+
IFN-y+ especificas del SARS-CoV-2. Estas células IFN-y+ co-expresaron granzima B y, ademas, una
fraccién sustancial de las células IFN-y+ expreso el factor de necrosis tumoral (TNF-a,). Por lo tanto,
la mayoria de los pacientes con COVID-19 recuperados generaron una respuesta sustancial de las
células T CD4+ y las células T CD8+ frente al SARS-CoV-2.%® Esta respuesta de células T puede ser la

razon principal de la enfermedad critica.*

También, Adamo et al, encontraron una extensa disfuncién y apoptosis de las células T estrecha-
mente asociada con una respuesta inmune innata altamente inflamatoria en pacientes con CO-

VID-19 grave que se asocia con signos de proliferacién homeostatica y de recuperacion celular T.°
La presencia de células T CD4 + y T CD8+, co-productoras de IFN-y y TNF-a, sugiere un fenotipo

efector /de memoria “° y probablemente proteccion a largo plazo.*=*° La respuesta inmune T helper

1 tiene un papel decisivo durante la respuesta adaptativa, y en consecuencia activa el contraataque
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inmune humoral, *° que actla como un escudo inmune junto con anticuerpos neutralizantes.>! Sin
embargo, los correlatos de proteccion in vivo aln no son bien conocidos contra la infeccion por

SARS-CoV-2 y se necesitan mas estudios.

Las células madre mesenquimales (MSCs) pueden ejercer sus efectos inmunomoduladores sobre
las células del sistema innato® y adaptativo®*** a través del contacto directo célula-célula®, del
efecto paracrino® y a través de la liberacién de factores solubles como indoleamina 2,3-dioxige-
nasa (IDO)*’, prostaglandina E2, hemo-oxigenasa-1, factor de crecimiento hepatico, galectina-3%,
el ligando de muerte programada (PD-1)%, factor de crecimiento transformador-$ e IL-6.53%061 as
MSCs adicionalmente, producen vesiculas extracelulares (VE) que contienen una gran cantidad de
proteinas moduladoras, RNA mensajeros y microRNAs (miRNA).%>%% Las VE derivadas de las MSCs
pueden inhibir la funcidn celular T, B y natural killer (NK), posiblemente a través del transporte de
miRNA-155 y miRNA-146 a la célula diana. ®**®Por tanto, las MSCs puede disminuir la sobre-acti-
vacion del sistema inmune®% a3 través de la union del ligando-receptor o por internalizacion para

modular la respuesta celular.®7

Las funciones efectoras de las células T especificas virales pueden ser afectadas por las MSCs. Por
una lado, Karlsson et al. encontré que las MSCs tienen poco efecto inhibitorio en la respuesta
antiviral de las células T y evidencié que las células T citotdxicas especificas del VEB (CTL) o CTL-
CMV cultivadas con las MSCs retuvieron la capacidad de proliferar y producir IFN-y en respuesta
a antigenos virales y para eliminar células infectadas por el virus in-vitro.” Sin embargo, se cree
que el IFN-y derivado de las MSCs es responsable de compensar el efecto inmunosupresor de las
MSCs mediando las respuestas parciales de la CTL durante la infeccidn viral.” Los efectos duales de
las MSCs sobre la respuesta inmune fueron confirmados posteriormente por Li et al. en el que la
IDO es responsable de cambiar un fenotipo inmunomodulador a potenciador inmune. 7* Las MSCs
suelen ser resistentes a las infecciones virales en comparacién con las células mas diferenciadas
por los genes inducidos por IFN (ISG) que pueden dirigirse en muchas etapas durante el ciclo viral,
evitando asi que los virus pasen por encima de la membrana celular, bloqueando la ruta endocitica,
transcripcion de ARNm, importacion nuclear de ARNm, integracién y amplificacién del genoma, tra-
duccion de proteinas, ensamblaje y liberacion del virus. 7>77Entre las ISGs expresadas en las MSCs
destacan PMAIP1, ISG15, IFI6, IFITM, SAT1, p21/CDKN1A, SERPINE1 y CCL2 7>78 limitando muchas
infecciones virales in vitro, como el dengue, el ébola, el SARS y los virus de la influenza A’®. Wu et al
reportd que al silenciar la expresion de p21/CDKN1A, resulté en una mayor susceptibilidad de las
MSCs a la infeccion por el virus chikungunya. Aunque, al silenciar el IFITM3, las MSCs se volvieron
mas susceptibles al virus de la fiebre amarilla y a la infeccidn por el virus del zika.”>’®En presencia
de IFN-y, se inducen ISGs no constitutivas, incluyendo MT1G, CD74, SERPING1, IFNAR2 y MT1X™,
Ademas de la alta expresidn de ISGs constitutivas de las MSCs, la regulacién por incremento de ISGs

no constitutivas tras la activacidn de las MSCs, representa una “capacidad de ajuste” para mejorar
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la capacidad antiviral. Esta caracteristica de las MSCs puede ser beneficiosa en el contexto de infec-

ciones del tracto respiratorio”.

El ""licenciamiento" (del inglés "licensing" definido como un proceso de maduracién funcional de
las MSCs mediante las citocinas inflamatorias como IFN-y o TNF-a para aumentar sus propiedades
inmunosupresoras) de las MSCs puede mejorar sus propiedades inmunomoduladoras. La activa-
cién con IFN-y induce la expresion de IDO en las MSCs a través de la via JAK-STAT1 aumentando la

modulacidn de las células inmunitarias activadas, incluidas las células T.7°-%

Kane y cols. sugieren que el efecto de la IDO puede estar en relacion al agotamiento del triptéfano
que limita la biosintesis de proteinas virales, al observar la reduccidn de viriones VIH-1/2 tras la
exposicidn de células activadas in-vitro con IFN-y®. Asi como la funcién inmunomoduladora de IDO,
también parece ser una molécula antiviral fundamental secretada por las MSCs, otro mecanismo
antiviral descrito de las MSCs es la liberacién de miRNAs no codificantes. Qian et al describié que
algunos miRNAS tenian una potente actividad antiviral al dirigirse a la replicacién viral y mostré que
la actividad antiviral de las MSCs contra el virus de la hepatitis C (VHC) es conferida principalmente

por Let-7f, miR-145, miR-199a y miR-221 presentes en las VE.®

También Sundin et al. que demostré que la proliferacion de linfocitos inducida por el antigeno del
CMV se suprimio en presencia de las MSCs?¢, ademas, Malcherek et al. encontré que las MSCs su-
primieron la proliferacion y la liberacion de IFN-y de las células T especificas para el virus Influenza
y de CMV®, También se demostrd que las MSCs del corddn umbilical inhiben la citotoxicidad de las

células T Vy9V62 contra el virus de la gripe HIN1 in-vitro.®

La enfermedad COVID-19 ha estimulado una investigacion sin precedentes tanto de vacunas®°
como de terapias avanzadas para reducir las muerte y la enfermedad grave® vy se han realizado

varios estudios y ensayos clinicos sobre las MSCs*

En el estudio START fase lla, ensayo clinico randomizado, doble ciego de 60 pacientes enrolados,
Matthay y sus colegas evaluaron el tratamiento con una sola dosis de las MSCs de médula dsea ver-
sus placebo en pacientes con ventilacion mecanica con SDRA moderado y severo en 5 centros en
USA y reportaron que no se observé algln evento respiratorio adverso o hemodindmico durante la
administracion de las MSCs y seis horas después, concluyendo que fue seguro en ambos grupos de
SDRA moderado y severo. Sin embargo, no hubo diferencia estadistica en relacién a la mortalidad
comparando con el placebo.’® También, Zheng et al llevd a cabo un ensayo clinico, doble ciego de
fase | y evalud la seguridad de la administracion endovenosa de una dosis de 1 x 106 células/kg de
las MSCs de tejido adiposo en 12 pacientes con SDRA y reporté la ausencia de toxicidad durante la

infusion o eventos adversos serios.®’
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Simonson et al en el 2015, reportaron la recuperacion de dos pacientes con falla organica multiple
por SDRA severa refractaria a las terapias de soporte tras la infusién de 2 x 10° células/kg.%® Ade-
mas, el estudio MUST-ARDS, un ensayo clinico exploratorio, randomizado, doble ciego controlado
con placebo, fase 1/2 realizado por Athersys entre USA y UK concluyeron que la terapia con las
MSCs de médula dsea, MultiStem®, fue segura y tolerable durante las 4 horas de la administracién
y no se observd reacciones adversas serias en las 24 horas posterior a la infusion en 6 pacientes ini-
cialmente y en la fase 2a, 20 pacientes fueron tratados con 900 millones de células MultiStem®y 10
pacientes recibieron placebo. También redujo la tasa de la mortalidad, los dias libre de ventilador y
dias libres de UCI en el primer mes posterior al diagndstico comparado con el placebo.**Debido al
numero relativamente pequeio de pacientes que han recibido terapia con las MSCs para SDRA, aun
se requieren mas investigaciones para confirmar su eficacia y actualmente varios ensayos clinicos

se encuentran en curso.

En abril de 2020, Leng y Zhao, publicaron los resultados de un estudio con siete pacientes con
COVID-19, que incluyeron 1 paciente criticamente grave, 4 pacientes graves y 2 tipos moderados
gue desarrollaron neumonia y fueron enrolados para una infusion intravenosa de las MSCs, y tres
pacientes graves se enrolaron como control para recibir placebo. Después de 2-4 dias de infusién
de las MSCs, los sintomas clinicos desaparecieron. En el paciente gravemente critico, el nivel de
proteina C reactiva disminuyd y la linfopenia mejord significativamente después de la infusién.
Las imagenes radiolégicas se redujeron y los parametros inmunolégicos se restauraron a un nivel
normal.’® Ademas, Liang B et al informaron el caso de una mujer de 65 afios, una paciente con
COVID-19 criticamente enferma con posibles efectos secundarios del corticosteroide, que recibid
las MSCs alogénicas de cordén umbilical humano (hUCMSC) por via intravenosa 3 veces y después

de la tercera dosis, la paciente abandond la unidad de cuidados intensivos.%

Posteriormente, el estudio de fase Il con PLacental eXpanded (PLX-PAD) de una placenta humana
también fue utilizado en julio de 2020 para tratar a 20 pacientes con COVID-19 con un buen perfil
de seguridad general y mejoria clinica.’® Feng et al y Feng G. publicaron dos estudios, un estudio
piloto y un estudio de seguimiento de 3 meses que indicaron la seguridad relativa y la eficacia
preliminar de las hUCMSC para pacientes con COVID-19 grave.’31% Con respecto a las vesiculas
extracelulares, en un ensayo abierto no randomizado para evaluar la seguridad y eficacia de los
exosomas derivados de la médula ésea como tratamiento para COVID-19 severo en 24 pacientes
con fallo respiratorio moderado y severo, Sengupta et al reportaron que no se observaron eventos
adversos 72 horas posterior a la administracion de 15ml IV de ExoFlo™ ademds de una tasa de su-
pervivencia de 84%. 17 (71%) de 24 pacientes se recuperaron y/o fueron dados de alta del hospital
con una media de 5.6 dias tras la infusidn intravenosa de ExoFlo™, 3 de 24(13%) permanecieron
en situacidn critica aunque estables y 4(16%) de 24 fallecieron por motivos no relacionados con el

tratamiento.%
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Debido al perfil de coagulacién anormal que se observa en muchos pacientes de UCI criticamen-
te enfermos, es necesario evaluar el tipo de tejido elegido considerando que los productos de
las MSCs expresan niveles variables de factor tisular altamente pro-coagulante (TF / CD142).10¢
Se observa algunos tépicos por resolver relacionados a la ampliacién y expansidn a gran escala
de un futuro tratamiento sin perder la traslacién clinica efectiva como por ejemplo, el grado de
expansion celular a partir de un tipo de tejido o la viabilidad celular tras la descongelacion. Se
requieren mejorar el nivel de preparacion de los productos y ensayos clinicos que los respal-

d en 106,107

Cuando comparamos la placenta humana con otras fuentes celulares en estudios preclinicos, ade-
mas del buen perfil de seguridad y baja inmunogenicidad, observamos que la placenta tiene alta
disponibilidad puesto que se puede obtener después del nacimiento sin procedimientos invasivos
e incluso es considerado como un residuo bioldgico y de este modo se evita las tensiones éticas
asociadas a otras fuentes celulares. Lo anterior, proporciona una sélida justificacién para investigar

las células perinatales como una terapia innovadora potencial en humanos.108-110

En la actualidad, no existe tratamiento protocolizado para los pacientes con COVID-19 grave y criti-
camente enfermos y hay numerosas evidencias experimentales que avalan los efectos beneficiosos
y la aplicacion de las pMSCs o de su secretoma. En este estudio, evaluamos la capacidad inmuno-
moduladora de las IpMSCs recolectadas del corion CD106+!'! para reducir la respuesta linfocitaria

T frente a las proteinas S-,N- y M- en pacientes recuperados de COVID-19 severo y critico.

6.1 DESCRIPC'I(')N DE LOS MARCADORES DE
ACTIVACION

Los marcadores superficiales de activacion utilizados fueron CD69, CD134 y CD137 que describo a

continuacion:

CD69: es una estructura dimérica con enlace disulfuro de 60 kDa, conocida como molécula
inductora de activacion. Esta estructura contiene dos formas glicosiladas diferencialmen-
te (33 y 27 kDa) de una Unica proteina central, que estan asociadas de forma covalente.
Este marcador de activacidn es una de las glicoproteinas de superficie celular mas tem-
pranas (antes de otros marcadores de activacién como IL2-R) después de la activacion de
los linfocitos T o B, pero estd ausente en los linfocitos en reposo. También se expresa por
macréfagos activados, linfocitos NK y otros tipos de células, incluidos neutréfilos, eosi-
noéfilos y plaquetas. Aunque el papel preciso de la expresién de CD69 en la funcidn de las
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células inmunitarias sigue investigandose, la evidencia experimental actual ha revelado
gue CD69 puede determinar los patrones de liberacién de citoquinas, asi como el homing
y la migracion de linfocitos activados.*?

CD134: es una glicoproteina transmembrana de tipo 1 de 35 kDa miembro de la superfamilia
del factor de necrosis tumoral (TNFRSF). En humanos, el CD134 se expresa en los linfocitos
T CD4+ y en los linfocitos T CD8+ activados.3%

CD137: también conocido como 4-1BB o ILA (inducido por activacion de linfocitos) es una pro-

teina de membrana integral de tipo | de 39 kDa de la familia TNF/NGF cuya expresion es
inducida en los linfocitos T CD4+, T CD8+ y NK tras la activacion. 114115116

6.2 DESCRIPCION DE LAS CITOCINAS ANALIZADAS

IL-2: La IL-2 juega un papel clave en la proliferacion de las células T y en la generacién de cé-
lulas T efectoras y de memoria. Es producida principalmente por los linfocitos T activados,
formando parte de la respuesta de tipo Thl. Efectia su accién bioldgica a través de un
receptor de membrana constituido por tres subunidades B. Tras la activacion del linfocito
se libera al suero, en forma de receptor soluble, la subunidad o p55.En el individuo sano
existen ciertos niveles del receptor soluble de la IL-2, mientras que niveles superiores a
los normales pueden ser observados en numerosas enfermedades, hecho que refleja una
excesiva activacion linfocitaria. !’ Huang et al. se detectaron niveles elevados de IL-2 o su
receptor IL-2R en pacientes con COVID-19, y se ha informado que estos aumentos son di-

rectamente proporcionales a la gravedad de la enfermedad.*®

IFN-y : La IFN-y es un IFN tipo Il producido por una amplia variedad de células linfociticas, in-
cluidas las células T CD4 + y T CD8+, las células Treg, las células T CD8+ FoxP3, las células By
las células NK. Los monocitos, macréfagos, células dendriticas y granulocitos de neutréfilos
también pueden producir esta citocina. Aungue numerosas células pueden ser la fuente de
IFN-y, es producida principalmente por las células Ty NK. La IFN-y juega un papel crucial en
el aclaramiento de las células infectadas viralmente a través de la promocion de respuestas
citotoxicas de células T.'* Huang et al. encontrd que los niveles séricos de IFN-y eran mas
altos en pacientes con COVID-19 que en individuos sanos y propuso que la elevacién de
esta y otras citocinas podria resultar de la activacion de las células Thl y Th2.1® Ademas,
se notificaron previamente niveles séricos elevados de IFN-y en pacientes con SARS-CoV o
MERS.*°Liu et al. observaron que los niveles elevados de IFN-y se asociaban con una mayor

carga viral y dafio pulmonar.'?
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TNF-a: EI TNF-a es producido por varios tipos de células, como monocitos, macrofagos y células
T, entre otros. Esta citocina se ha relacionado con respuestas pro-inflamatorias mediadas
por IL-1B e IL-6. Junto con otras citocinas, el TNF-a participa en la regulacién de procesos
inflamatorios, enfermedades infecciosas y tumores malignos. Se ha observado que los ni-
veles séricos de TNF-a estdn elevados en pacientes con COVID-19 y son mas altos con la
enfermedad mas grave. EI TNF-a fue una de las citocinas cuya sobreproduccién se relaciond

con un mal prondstico en pacientes con SARS-CoV y MERS.!#

IL-4: La IL-4 esta involucrada en la inmunidad adaptativa, jugando un papel crucial en la regula-
cién inmune gobernada por células T helper (Th) activadas. ActUa preferentemente a través
de la activacién, proliferacidn y diferenciacién de los linfocitos B y la promocidn del isotipo
de inmunoglobulina E. Por lo tanto, interviene decisivamente en la induccién de células Th2
reguladoras de la inmunidad humoral. Se ha propuesto que la IL-4 tiene una funcién antiin-
flamatoria especifica del tejido en el que estd presente, reflejando la plasticidad metabdlica
de diferentes tejidos.!®

IL-17: La IL-17 es sintetizada por los linfocitos Th17 y esta elevada en procesos inflamatorios
y enfermedades autoinmunes. También es producida por las células CD8+ y por varios
conjuntos de linfocitos inmaduros, incluidas las células T gamma-delta, las células NK y
las células linfoides innatas del grupo 3.12* La IL-17 es una citocina pro-inflamatoria que
desempefia un papel en el dafio tisular, el estrés fisioldgico y la infeccién. Se han notifi-
cado niveles elevados de IL-17 en pacientes con SARS-CoV-2 como parte de la tormenta
de citoquinas, y se han relacionado con la carga viral y la gravedad de la enfermedad.*?!
En contraste, Wan et al. se encontré que los niveles de IL-17 eran normales en pacientes
con COVID-19, sin diferencias significativas entre los pacientes con sintomas graves ver-

sus leves.!?®

IL-1B: La IL-1B participa activamente en la respuesta inflamatoria a la infeccién, y sus prin-
cipales fuentes son los monocitos y macréfagos activados. El SARS-CoV-2 parece actuar
sobre la activacion y maduracién de la IL-1B, que a su vez activa otras citoquinas pro-in-
flamatorias, como la IL-6 y el TNF-a. Yang et al. detectaron niveles elevados del recep-
tor antagonista de IL-1 (IL-1Ra) en 14 casos graves de COVID-19, y este marcador se ha
asociado con aumento de la carga viral, pérdida de la funcién pulmonar, dafio pulmonar
y riesgo de mortalidad. La mayoria de los pacientes con COVID-19 con sintomas graves
tienen niveles elevados de IL-1B, que se han asociado con SARS, hipercoagulacién y

coagulacion intravascular diseminada. ¥’
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6.3 DESCRIPCION DE LAS QUIMIOCINAS INDUCIDAS
POR IFN

CXCL10/IP-10: IP-10 fue identificado inicialmente como una quimiocina cuya secrecion es
inducida por IFN-y. IP-10 es secretada por neutrofilos, células endoteliales, queratino-
citos, fibroblastos, células dendriticas, astrocitos y hepatocitos. A través de su union al
receptor de quimiocina 3 (CXCR3), regula las respuestas del sistema inmunitario acti-
vando y reclutando leucocitos, incluyendo células T, monocitos y células NK.??® Se han
encontrado concentraciones elevadas de IP-10 en numerosas infecciones, principalmen-
te infecciones virales. ?°Se encontrd que los niveles séricos de IP-10 estaban elevados
en pacientes con COVID-19 e incluso mas altos en aquellos que requirieron ingreso en
la UCI, lo que sugiere su relacién con el daifio pulmonar y la gravedad de la enferme-
dad.™® Liu et al. reportd que los niveles séricos elevados de IP-10 se relacionaron con
una mayor carga viral y mayor dafio pulmonar en pacientes con SARS-CoV-2.%?! Yang et
al. también encontraron niveles especialmente altos de esta quimiocina en los casos
mas graves de COVID-19.1%

CCL2/MCP-1: Esta proteina pertenece a la familia de las quimiocinas C-C y es un poderoso fac-
tor quimiotactico monocito que es constitutivamente producido o inducido por estrés oxi-
dativo, citoquinas o factores de crecimiento. Puede ser expresada por células endoteliales,
fibroblastos, células epiteliales, células musculares lisas, células mesangiales, astrocitos,
monocitos y células microgliales, que juegan un papel importante en la respuesta antiviral
en la circulacién periférica y los tejidos. Los monocitos y macréfagos son la principal fuen-
te de MCP-1, que regula la migracion e infiltracion de monocitos, células T de memoria y
células NK.*® Huang et al. encontraron niveles elevados de MCP-1 en pacientes con CO-
VID-19 e incluso mas altos entre los ingresados en la UCIL.18 Xiong et al. detectaron niveles
elevados de MCP-1 y otras citocinas en el liquido de lavado broncoalveolar de pacientes
con COVID-19.%! También se han detectado niveles elevados de esta proteina en el tejido

pulmonar de pacientes infectados con SARS-CoV-2.132

CXCL9/MIG: Es una monocina inducida por interferén gamma, quimioatrayente para las cé-
lulas T activadas y estad involucrada en varios procesos inflamatorios siendo quimioa-
trayente para las células del sistema inmune del fenotipo Th1.1* Se encontrd que esta
guimiocina estaba involucrada en la enfermedad de la COVID-19 y se correlacionaba posi-
tivamente con la edad de los pacientes. Moratto et al. midieron un panel de quimiocinas
en muestras de plasma de 14 nifios y 9 adultos con COVID-19 y los pacientes adultos con
COVID-19 mostraron niveles mas altos de CXCL9 que los nifios con COVID-19, mientras
gue se observaron concentraciones de CXCL9 superpuestas entre los sujetos de control
adultos y nifios. 13
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CCL5/RANTES: Es una quimiocina de la familia de las quimiocinas C-C que se une a los recep-
tores CCR1, CCR3 y principalmente CCR5. CCL5 juega un papel activo en el reclutamiento
de una variedad de leucocitos incluyendo células T, macréfagos, eosindfilos, y basdfilos en
sitios inflamatorios. 1**°

Hue et al. observaron una correlacion positiva entre los niveles mas altos de CCL5 y la
manifestacion grave de COVID 19, destacando el importante papel de esta quimiocina en
el SDRA inducido por la expresion de quimiocinas.'® En contraste, Zhao et al. evaluaron
71 pacientes con COVID 19, notificando que los niveles circulantes de CCL5 se elevaron
significativamente solo en los casos leves (en los que permanecieron elevados durante 3/4
semanas después de la recuperacion) en comparacion con los controles sanos. Cabe sefia-
lar que no se observd una elevacion de los niveles circulantes de CCL5 en el grupo grave
durante la progresion de la enfermedad.’®” Patterson et al.informaron que el tratamiento
con Leronlimab condujo a una ocupacién completa del receptor CCR5 en los macrofagos y
células T, una rapida reduccidn de la IL-6 plasmatica, la restauracion de la relacion CD4/CD8

y una disminucion significativa de la viremia plasmatica del SARS-CoV-2.1%

160



PARTE |l

7. HIPOTESIS Y OBJETIVOS







7. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

7.1 HIPOTESIS

Nuestra hipdtesis es que las células mesenquimales derivadas del corion de la placenta humana
previamente estimuladas con INF-gamma (IpMSCs) pueden inmunomodular “in-vitro” la respuesta

celular T frente a los antigenos S-, N- y M- del SARS-CoV-2.

7.2 OBJETIVOS

Para demostrar la hipdtesis nos hemos trazado los siguientes objetivos:

OBJETIVO PRIMARIO

1. Evaluar la funciéon inmunomoduladora in-vitro de las células mesenquimales derivadas del
corion de placenta humana previamente estimuladas con INF-gamma (IpMSCs) en relacién

con la respuesta celular T frente a los antigenos S-, N- y M- del SARS-CoV-2.

OBJETIVOS SECUNDARIOS

1. Caracterizar las células mesenquimales derivadas del corion de la placenta humana.

2. Evaluar la respuesta celular T CD4+ y T CD8+ de los pacientes recuperados de COVID-19

severo y critico tras la estimulacién con los antigenos S-, N- y M- del SARS-CoV-2.

163



Evaluacién Inmunoldgica de Terapias Inmunomoduladoras con Inmunoglobulinas y con Células mesenquimales

en pacientes inmunosuprimidos por trasplante o por SARS-CoV-2

3. Evaluar la capacidad inmunomoduladora de las células mesenquimales en la respuesta ce-
lular T frente a los antigenos S-, N- y M- del SARS-CoV-2.

4. Evaluar la capacidad inmunomoduladora de las células mesenquimales sobre las citocinas

derivadas de la respuesta celular T frente a los antigenos S-, N- y M- del SARS-CoV-2.

5. Evaluar la capacidad inmunomoduladora de las células mesenquimales sobre las quimio-
cinas inducidas por IFN derivadas de la respuesta celular T frente a los antigenos S-, N- y
M- del SARS-CoV-2.
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8. MATERIALES Y METODOS

8.1 DISENO DE ESTUDIO

Es un estudio experimental in-vitro, de la evaluacién de la capacidad inmunomoduladora de las
pPMSCs pre-estimuladas con IFN-y (IpMSCs) en un co-cultivo con las CMSPs previamente estimula-
das por las proteinas S-, N- y M- del SARS-CoV-2.

El estudio fue realizado en el laboratorio del servicio de Inmunologia del Complejo Asistencial Uni-
versitario Hospital de Leon.

8.2 POBLACION DE ESTUDIO

En este estudio participaron veinte pacientes recuperados de COVID-19 que estuvieron hospitaliza-
dos desde marzo al 30 de abril de 2020, con enfermedad severa (11 pacientes) y critica (9 pacientes)
segun la OMS. Todos los pacientes fueron confirmados por el ensayo de reaccién en cadena de la
polimerasa en tiempo real (PCR-RT) del SARS-CoV-2. Los pacientes fueron inscritos después del alta
hospitalaria y todas las muestras de sangre fueron obtenidas en septiembre del 2020, aproximada-
mente entre 5-6 meses (mediana (RIQ) 162.5 dias (143.25-169.5)) desde la ultima PCR-RT negativa.

La OMS define como enfermedad severa a pacientes con: signos clinicos de neumonia (fiebre, tos, dis-
nea, taquipnea) mas alguno de los siguientes: frecuencia respiratoria > 30 inspiraciones/min, dificultad

respiratoria grave o Sp0O2 < 90% basal y que precisa tratamiento hospitalario con oxigenoterapia.'*
Y como enfermedad critica a pacientes que desarrollan SDRA, sepsis, shock séptico u otras afecciones

gue normalmente requeririan el suministro de terapias de soporte vital, como ventilacién mecdnica

(invasiva or non-invasiva) o terapia vasopresora. Los pacientes con SDRA, presentan en la radiologia
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tordcica (radiografia, tomografia computarizada o ecografia pulmonar) opacidades bilaterales que no
se explican totalmente por sobrecarga de volumen, colapso lobar o pulmonar ni nédulos. Para estos

pacientes, se precisa el tratamiento en UCI. 14

8.3 AISLAMIENTO Y CULTIVO DE LAS pMSCs

La membrana coridnica humana se obtuvo de una mujer sana de 34 afios que tuvo un parto por
cesarea (fue negativo el resultado de las pruebas para el virus de la hepatitis B, virus de inmunode-
ficiencia humana, virus CMV, Epstein Barr, sifilis y PCR-RT SARS-CoV-2).

Tras la coleccion de la placenta humana de la cesarea en condiciones quirurgicas asépticas y trans-
portado en un cubo estéril en el interior de una caja de poliestireno al laboratorio de Inmunologia
Clinica, se orientd la placenta con el cordén umbilical hacia arriba en una bandeja estéril dentro de

la cabina de seguridad bioldgica. (Foto 1).

FOTO 1. PLACENTA HUMANA
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Después de retirar la membrana amniédtica de la superficie fetal de la placenta, dejando intacto el
frondosum coridnico. Se aislé la placa coridnica (Foto 2) y se lavd repetidamente en condiciones
asépticas. Se cortd en trozos de ~1 cm de ancho por 0.5 cm de profundidad en la regiéon mas cerca-

na del corddn umbilical y lejana del borde de la placenta.

FOTO 2. PROCESO DE OBTENCION DEL CORION DE PLACENTA HUMANA

El tejido coridnico fue digerido con colagenasa tipo | (100 U/uL) y de tipo IV (ambas de Gibco by
life technologies) a 372C durante 2 horas. A continuacidn, la suspension celular se transfirié a un
tubo de ensayo de 50 cc y fue centrifugado a 1000 rpm por 5 min. El sedimento se re-suspendio
en medio completo de cultivo libre de suero bovino con StemPro® MSC SFM, GlutaMAX ™ -| CTS
y gentamicina a una concentracion final de 5 ug/mL y se afiadié en las botellas de cultivo (Nunc™
EasYFlask™ T75) a 372C, 5% de CO2 y humedad saturada. Después de 72 horas del aislamiento, se
reemplazd el medio de cultivo por uno fresco (Foto 3). Todas las botellas de cultivo fueron tratados

previamente con el sustrato CELLstart™ CTS™.
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FOTO 3. MANTENIMIENTO DE LAS CELULAS MESENQUIMALES

Segun la Sociedad Internacional de Terapia celular, para definir una célula madre mesenquimal
se deberia cumplir al menos los siguientes criterios: 1) Adhesidon al plastico bajo condiciones es-
tandar de cultivo; 2) Expresién de marcadores de superficie como CD105, CD73, CD90 y ausencia
de marcadores como CD45, CD34, CD14 or CD11b, CD79a or CD19 y HLA-DR y 3) Capacidad de
diferenciacién in-vitro hacia los otros linajes de origen mesodermal como las lineas osteogénica y

adipogénica o condrogénica.**

Las células adheridas se denominaron “fibroblasto formador de unidades de colonias” (Foto 4) y
luego células madre mesenquimales. Cuando la densidad celular alcanzé el ~90% (Foto 5), las célu-
las fueron extraidas. Las células se disociaron con TrypLE Select CTS y se volvieron a sembrar a una
densidad de 5 000 células/cm?. El medio de cultivo completo libre de suero bovino se reemplazd

por uno fresco cada 2 dias.

En los experimentos, se utilizaron las células de la generacidn del pasaje 3 (P3) de las pMSCs.
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FOTO 4. “FIBROBLASTO FORMADOR DE UNIDADES DE COLONIAS”

FOTO 5. DENSIDAD CELULAR (~ 90%)
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8.4 IDENTIFICACION CELULAR DE LAS pMSCs

Para la identificacién celular las pMSCs se incubaron a 49C durante 30 min con anticuerpos mo-
noclonales anti-CD105, -CD73, -CD90, -CD44, -CD29, -CD45, -CD14,-CD34, antigeno leucocitario
humano D relacionado (HLA-DR), CD19, CD166, CD146, CD54 y CD106 (BD Biosciences). Los anti-
cuerpos del isotipo se utilizaron como control. Posteriormente, las pMSCs se detectaron mediante

citometria de flujo (FACS Canto Il) y los resultados se analizaron con FACS Diva y FlowJo v10.

8.5 IDENTIFICACION FUNCIONAL DE LAS pMSCs

Para la identificacién funcional se indujo la diferenciacién de dos lineas celulares. Se cultivaron las
PMSCs en una placa de 24 pocillos a una densidad de 1-2 x 10* células a 372C durante 14 dias en
el medio de diferenciacién de adipocitos (STEMPRO® Adipogenesis Differentiation Kit) y 21 dias en
el medio de osteocitos (STEMPRO® Osteogenesis Differentiation Kit). Posteriormente, se fijaron en
una solucidn de formaldehido al 4% y se tifieron con Qil Red O y una solucién de rojo de alizarina S
respectivamente a temperatura ambiente. Se contratifieron con Hematoxilina para ver el contraste.
Finalmente, las observaciones se realizaron utilizando un microscopio Olympus BX61 con camara
Leica EC3.

8.6 ENSAYO DE PROLIFERACION DE LAS pMSCs

A partir de suspensiones del P3 de las pMSCs a 2 x 10* células/ml con medio completo sin suero
bovino, se inocularon 100 pl en una placa de 96 pocillos y se incubaron a 372C por 24 h. Posterior-
mente, se afadid a cada pocillo 10 pl de solucién Cell Counting Kit-8 (CCK-8, Sigma Aldrich) y las
placas se incubaron durante 3-4 horas a 372C para luego medir el valor de la densidad 6ptica (DO)
a 450 nm en un lector de microplacas de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Se analizo el

numero de células viables cada 24 horas durante 72 horas consecutivas.
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8.7 OBTENCION DE MUESTRAS SANGUINEAS

Se aislaron células mononucleares de sangre periférica (CMSPs) de muestras de sangre entera an-
ticoagulada extraida en tubos para recoleccion de sangre de veinte pacientes con COVID-19 poste-

rior alta del hospital, entre 5-6 meses desde la ultima RT-PCR negativa aproximadamente.

La técnica de separacién de las células mononucleares de sangre periférica realizada en la campana

de flujo laminar se detalla a continuacién:

1. Se identificd 4 tubos de propileno de 15 ml tanto para el control y cada proteina S-, N-y
M- por paciente.

2. Se afadio 6 mL de Lymphoprep™ en cada tubo rotulado.
3. Se diluyd la sangre total en un tubo de 50 ml: 3 ml de PBS estéril + 3 ml de sangre total.

4. Con la ayuda de una pipeta de 10mL se homogenizd la dilucidn y se cogié todo el volumen
de muestra.

5. Lentamente por las paredes del tubo del paso 2, se afiadié la muestra de sangre diluida.
6. Se centrifugd a 1200 rpm sin freno 30min a T2 amb.

7. Del tubo centrifugado, se obtuvo la fraccidon de los linfocitos con una pipeta pasteur estéril
(anillo blanco) y se depositd en otro tubo con 14 ml RPMI estéril. Se centrifugd a 2000 rpm

con freno a 5 min.
8. Del tubo anterior, se decanté el sobrenadante y se re-suspendié en RPMI con antibidtico.
9. Del pellet anterior se pipetea 10 ul de células + 90 pl de PBS en un tubo eppendorf™.

10. Se realiza el conteo con la cdmara de Neubauer.

8.8 INMUNIDAD DE CELULAS T REACTIVAS AL
SARS-CoV-2

Los estudios de respuesta celular T tras la estimulacidon de los antigenos S-, N- y M- del SARS-CoV-2,

antes y después del co-cultivo con las IpMSCs, se realizaron de dos formas:
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a) Valorando la regulacion por incremento de las moléculas de activacién de superficie de los
linfocitos T CD4+y T CD8+.

b) Cuantificando los niveles de citocinas y quimiocinas secretadas por los linfocitos activados
en el sobrenadante.

Las CMSPs aisladas de la capa leucocitica se estimularon con los antigenos S-, N- y M- del SARS-
CoV-2 (PepTivator® SARS-CoV-2 Prot_S1; _N; _M/secuencia 15mer con 11 aminoacidos (aa), cu-
briendo el dominio N-terminal S1 de la glicoproteina de superficie, la secuencia completa de la
fosfoproteina nucleocapside (N) y la secuencia completa de la glicoproteina de membrana (M) del
SARS-CoV-2 Miltenyi Biotec). El control no tuvo estimulacién con antigeno, solo agua segun la indi-

cacion del fabricante.
Se utilizaron placas de 48 pocillos y se distribuyeron un pocillo para el control y cada proteina S-,

N-, M- por paciente (Figura 1) de modo que teniamos en total 20 pocillos de controles, 20 pocillos

para S-, 20 pocillos para N-y 20 pocillos para M-. Un ejemplo (Figura 23)

FIGURA 23. ESTIMULACION PEPTIDICA DE LOS LINFOCITOS DE PACIENTES RECUPERADOS DE COVID-19

CONTROL S- N- M-
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Tras 16 horas de estimulacidn, la respuesta celular antigeno-especifica T se detectd mediante los
marcadores de superficie usando citometria de flujo. La estrategia de “gating” de las subpoblacio-

nes celulares se presenta en la Figura 24.

FIGURA 24. ESTRATEGIA DE “GATING” PARA LA IDENTIFICACION DE CELULAS
T CD4+ Y CD8+ ANTIGENO-ESPECIFICAS FRENTE AL SARS-CoV-2
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Los marcadores de activacion CD134 y CD137 (BD Biosciences) en las células TCD4 +y T CD8+ y la
medicion de citocinas en los sobrenadantes (BD Cytometric Bead Array (CBA), Human Thl / Th2 /
Th17 kit) se utilizaron para definir a las células T reactivas frente al SARS-CoV-2. Para los marcadores
de activacion CD134 y CD137 tanto en las células T CD4 + como T CD8+, se considerd la respuesta

cuando fue igual o excedid 2 veces el control no estimulado (indice de estimulacion > 2).

La medicién de citocinas seleccionadas, incluidas IL-2, IFN-y, TNF-q, IL-4, IL-17 se realizé utilizando
BD™ Cytometric Bead Array (CBA) Human Th1/Th2/Th17 Cytokine Kit (BD Biosciences) de acuerdo
con el protocolo del fabricante. Para eso, se prepard una alicuota de perlas de captura mixtas que
se incubd con el tampdn en la oscuridad (30 min, a temperatura de ambiente). Los estandares
recombinantes se diluyeron (en el rango de 0-1:256) para preparar las curvas estandar. Posterior-
mente, se agregaron 50 L de cada dilucidn de estdndar recombinante, el reactivo de deteccién,
la muestra del sobrenadante y las perlas de captura mixtas a todos los tubos de ensayo y se incu-
baron 3 horas en la oscuridad (a temperatura de ambiente). Finalmente, las muestras se lavaron,
se anadio el tampon de lavado fresco y las muestras se adquirieron mediante citometria de flujo
utilizando FACS CANTO Il con el software BD FACSDiva. Para cada muestra, control, S-, N-, M- de
cada paciente se midid la sefial de fluorescencia de eventos seleccionados para la poblacion de
perlas de captura. Los resultados se calcularon utilizando el software FCAP Array™ (ver. 3.0.1; Soft

Flow Hungary Ltd., Pecs, Hungria).
Se utilizé el limite tedrico de deteccidn para cada citocina analizada que se define como la concen-
tracién correspondiente a dos desviaciones estandar por encima de la mediana de fluorescencia de

30 réplicas del control negativo (0 pg/mL) segun el protocolo del fabricante (Tabla 1).

También, se midid IL-1pB utilizando BD™ Cytometric Bead Array (CBA) Human Inflammatory Cytoki-

ne Kit (BD Biosciences) de acuerdo con el protocolo del fabricante.

TABLA 57. LIMITE TEORICO DE DETECCION PARA CITOCINAS ANALIZADAS EN EL ESTUDIO

Citocina Limite de deteccidon (pg/mL)

IL-2 26
IL-4 4.9
IL-1B 7.2
TNF-a 3.8
IFN-y 3.7
IL-17A 18.9
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Finalmente, se incluyeron la medicion de quimiocinas inducidas por interferén, CXCL9/MIG, CCL2/
MCP-1, CCL5/RANTES y CXCL10/IP-10, secretadas por las CMSPs en el sobrenadante mediante el
instrumento BD™ Cytometric Bead Array (CBA) Human Chemokine Kit (BD Biosciences) de acuerdo

con el protocolo del fabricante.

TABLA 58. LIMITE TEORICO DE DETECCION PARA QUIMIOCINAS ANALIZADAS EN EL ESTUDIO

Quimiocina Limite de deteccion (pg/mL)

CXCL10/IP-10 2.8
CCL2/MCP-1 2.7
CXCL9/MIG 2.5
CCL5/RANTES 1

Parte de las CMSPs estimuladas fueron separadas para el siguiente ensayo y se volvieron a re-esti-
mular con los péptidos S-, N- y M- del SARS-CoV-2 durante 16 horas antes del co-cultivo conjunto

con las pMSCs pre-estimuladas con IFN-y.

8.9 ACTIVACION DE LAS pMSCs POR IFN-y

Para generar pMSCs activadas con IFN-y (IpMSCs), las células se sembraron a 5.000 células por cm?
con medio completo sin suero bovino con 200 Ul/mL de IFN-y humano recombinante (Sigma-Al-

drich) durante 24 horas a 372C antes del co-cultivo con las CMSPs re-estimuladas (rCMSPs).

8.10 CO-CULTIVO IpMSCs/rCMSPs

Las rCMSPs y las IpMSCs se co-cultivaron en un ensayo de transwell in vitro utilizando insertos de
membrana de 0,4 um (Nunc™) (Foto 6) y la relacion fue de 10:1 (rCMSPs: IpMSCs). Las placas de
cultivo de transwell se re-suspendieron con medio completo sin suero bovino (Figura 25). Se utilizd
un pocillo para el control, proteina S-, N-, M- por paciente. Después de 48 horas de incubacion en
una camara humidificada a 379C, se utilizaron las rCMSPs y el medio completo libre de suero en
el compartimento inferior para la medicidn de la respuesta celular T, citocinas y quimiocinas. Las

IpMSCs del compartimento superior del ensayo de co-cultivo se transfirieron a viales con solucién
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RNAlater® para experimentos adicionales.

FOTO 6. SISTEMA DE TRANSWELL

FIGURA 25. CO-CULTIVO DE rCMSPs (CELULAS MONONUCLEARES DE SANGRE
PERIFERICA RE-ESTIMULADAS CON LOS PEPTIDOS S-, N- Y M- DEL SARS-COV-2) Y LAS
IpMSCs (pMSCs ACTIVADAS CON IFN-y) EN UN ENSAYO DE SISTEMA TRANSWELL

Inserto Compartimento superior

lpMSC Membrana porosa

Compartimento inferior

Las rCMSPs y el medio de cultivo completo libre de suero bovino se cultivaron en el compartimento

inferior mientras que las IpMSCs en el compartimento superior.
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8.11 ANALISIS DE DATOS

Las células fueron adquiridas mediante citometria de flujo FACS CANTO Il con el software BD FACS-
Diva. Los documentos FACS generados se analizaron con FlowJo v 10. La estrategia de “gating” para
el analisis de las células T especificas de antigeno se muestra en la Figura 2. La respuesta celular T se
considerd positiva cuando los cultivos estimulados por los péptidos S-, N- y M- del SARS-CoV-2 con-
tenian el doble o mas del % de las células T CD4+/CD8+ CD134 + CD137 del control no estimulado.

8.12 ANALISIS ESTADISTICO

El andlisis estadistico y la composicion grafica se realizé con el paquete de SPSS version 26.0 y el

software GraphPad Prism LLC 9.2.0. Los diagramas de Venn se realizaron con Venny 2.1.0.

Para evaluar la distribucién de normalidad de cada pardmetro se utilizé la prueba de Shapiro- Wilk
o Kolmogorov-Smirnov. Las caracteristicas basales como los pardmetros clinicos, radiograficos, in-
munoldgicos, complicaciones, tratamientos, respuesta celular y medicién de citocinas y quimioci-
nas se describieron mediante la mediana (con rango intercuartilico) o las frecuencias (porcentaje)
segln correspondiera. Las comparaciones entre grupos relacionados o no relacionados se reali-
zaron con pruebas no paramétricas. La prueba de Chi-cuadrado para las variables categéricas. Se
considerd el valor p de 2 colas exacta y p<0,05 indica una diferencia estadisticamente significativa

con un intervalo de confianza del 95%.

8.13 ASPECTOS ETICOS

El estudio fue aprobado por el comité de ética del Complejo Asistencial Universitario Hospital de

Ledn (N2 2068) y se realizd en el laboratorio del Servicio de Inmunologia clinica del mismo hospital.
Se obtuvo el consentimiento informado por escrito del donante para el uso de la membrana de

corion en este estudio y de todos los participantes. Para la obtencién de datos epidemioldgicos se

realizaron encuestas y se revisaron las historias clinicas.
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9. RESULTADOS

9.1 CARACTERISTICAS CLINICAS DE LOS PACIENTES

Las caracteristicas clinicas de los pacientes segun la gravedad de la enfermedad durante la hospita-

lizacion se muestran en la Tabla 3.

La mediana de edad fue de 65 afios (R1Q,54,8 - 72,0). El 85% eran hombres y el 15% mujeres. (Tabla 3)

Segln los sintomas la fiebre y disnea estuvieron presentes en el 100% de los pacientes. El se-
gundo sintoma mas frecuente fueron tos y astenia (90%) en ambos grupos, severo y critico. La
diarrea (90.9%, p=0.024), ageusia (90.9%, p=0.007) y anosmia (72.7%, p=0.006) (tabla 3) fueron
mas frecuente en el grupo de severos. El dolor toracico (10%, p=0.178) y las lesiones cutdneas
(5%, p=0.353) fueron poco frecuentes (tabla 3). En la poblacién total, el 55% tenia al menos una
enfermedad coexistente. Las principales comorbilidades al ingreso fueron hipertensién (40%) y
Diabetes Mellitus tipo 2 (25%). (Tabla 59) Sélo el 5% de pacientes tuvieron el peso normal, mien-
tras el 95% de los pacientes fueron catalogados con sobrepeso (55%) o algun tipo obesidad (40%)
(p=0.001). Tabla 60.
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TABLA 59. CARACTERISTICAS CLINICAS DE LOS PACIENTES SEGUN LA SEVERIDAD CLINICA

Caracteristica Severidad clinica
Valor
Severo Critico P
Edad Total de Pacientes (n=20) n=11 n=9
mediana (RIQ) -yr 65.0 (54.8 - 72.0) 65.0 (57.0-77.0) 67 (48.0-71.0)
Distribucion- n/total n. (%)
< 50 afios 3/20 (15) 0/11 (0) 3/9(33.3)
50-64 afios 6/20 (30) 5/11 (45.5) 1/9 (11.1)
>= 65 afios 11/20 (55) 6/11 (54.5) 5/9 (55.6)
Sexo femenino n/total n. (%) 3/20(15) 3/11(27.3) 0/9 (0) 0.089

indice de Masa corporal

Distribucion - n/total n. (%))

Debajo 18.5 (Bajo peso) 0/20 (0) 0/11 (0) 0/9 (0)
18.5-24.9 (Peso normal) 1/20 (5) 1/11 (9.1) 0/9 (0)
25.0-29.9 (Pre-obesidad) 11/20 (55) 7/11 (63.6) 4/9 (44.4)
30.0-34.9 (Obesidad Clase 1) 5/20 (25) 2/11(18.2) 3/9(33.3)
35.0-39.9 (Obesidad - Clase I1) 2/20 (10) 1/11(9.1) 1/9 (11.1)
Arriba de 40 (Obesidad Clase 111) 1/20 (5) 0/11 (0) 1/9(11.1)

Sintomas &Signos_ n (%)
Fiebre 20 (100) 11 (100) 9 (100)
Disnea 20 (100) 11 (100) 9 (100)
Astenia 18 (90) 11 (100) 7(77.8) 0.099
Tos 18 (90) 10 (90.9) 8 (88.9) 0.881
Diarrea 14.(70) 10(90.9) 4 (44.4) 0.024
Ageusia 13 (65) 10(90.9) 3(33.3) 0.007
Mialgias 11 (55) 7 (63.6) 4 (44.4) 0.391
Alopecia 10 (50) 6 (54.5) 4 (44.4) 0.653
Anosmia 9 (45) 8(72.7) 1(11.1) 0.006
Odinofagia 5(25) 3(27.3) 2(22.2) 0.795
Cefalea 5(25) 4 (36.4) 1(11.1) 0.194
Descarga nasal 4 (20) 0(0) 4 (44.4) 0.013
Edema periférico 3(15) 1(9.1) 2(22.2) 0.413
Dolor toracico 2(10) 2(18.2) 0(0) 0.178
Lesiones en piel 1(5) 1(9.1) 0(0) 0.353
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Caracteristica Severidad clinica

Severo Critico

Co-morbilidad _n. (%)

Hipertension 8 (40) 5(45.5) 3(33.3) 0.582
Diabetes 5 (25) 4(36.4) 1(11.1) 0.194
Enfermedad cardiovascular 3(15) 2(18.2) 1(11.1) 0.660
Enfermedad pulmonar 1(5) 0(0) 1(11.1) 0.257
Infeccion de hepatitis B 0(0) 0(0) 0(0)
Infeccion de hepatitis C 0(0) 0(0) 0(0)
VIH 0(0) 0(0) 0(0)
Malignidad 1(5) 0(0) 0(0) 0.257
Enfermedad renal 0(0) 0(0) 0(0)
Enfermedad hepatica 0(0) 0(0) 0(0)
Inmunodeficiencia 0(0) 0(0) 0(0)
Trasplante de drgano sélido 0(0) 0(0) 0(0)

n: numero de pacientes

TABLA 60. CARACTERISTICAS CLINICAS DE LOS PACIENTES SEGUN EDAD E IMC

Caracteristica Distribucién_n /total n (%)

Edad <50anos 50-64 afios >= 65 afios
Total 3/20(15) 6/20 (30) 11/20 (55) 0.001
Severo 0/11(0) 5/11(45.5)  6/11(54.5) 1.00
Critico 3/9(33.3) 1/9 (11.1) 5/9 (55.6) 0.450

INDICE 18.5-24.9 25.0-29.9 30.0-34.9 35.0-39.9 >40 Valor
DE MASA (Peso (Pre- (Obesidad (Obesidad (Obesidad

CORPORAL Normal) obesidad) Clase I) Clase Il) Clase Ill) P

Total 1/20 (5) 11/20 (55) 5/20(25)  2/20(10)  1/20(5)  0.0001
Severo 1/11(9.1) 7/11(63.6)  2/11(182) 1/11(9.1)  0/11(0)  0.100
Critico 0/9 (0) 4/9 (44.4) 3/9(33.3) 1/9(11.1) 1/9(11.1)  0.450
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El principal hallazgo radiolégico fue de opacidades pulmonares bilaterales (95%) con densidad en

vidrio esmerilado principalmente (Tabla 61). Los biomarcadores de fase aguda durante la hospi-

talizacién mas frecuentes fueron ferritina (>300mg/L) en el género masculino, LDH (>250 U/L,) y

dimero D (=500 ng/ml) (Tabla 62).

TABLA 61. HALLAZGOS RADIOLOGICOS Y DE LABORATORIO

Caracteristica

Total, de

Pacientes
(n=20)

Severidad clinica

Severo
n=11

Critico Valor

Hallazgo radioldgico _n%
Anormalidades en la radiografia toracica
Distribucién—n/total n. (%)
Opacidad local
Opacidad bilateral con densidad en vidrio
esmerilado
Hallazgo de laboratorio
Conteo celular de serie blanca
media (DE) — células por mm3
Distribucion _n /total n (%)
>10,000 per mm?3
<4000 per mm?3
Proteina C-reactiva_media (DE) mg/L
>10 mg/L
Distribucion de otros hallazgos_n /total n (%)
Ferritina mg/L
Femenino >200 mg/L
Masculino >300 mg/L
Lactato deshidrogenasa >250 U/L
Aspartato transaminasa >40 U/L
Alanina transaminasa >40 U/L
FRG (CKD-EPI-mL/min/1.73 m?)
>90 mL/min/1.73 m?
60-89 mL/min/1.73 m?
<60 mL/min/1.73 m?
Dimero-D =500 ng/ml

19/20(95)

0/20 (0)
19/20 (95)

10/11(90.9)

0/11(0)

10/11(90.9)

n=9 p

9/9 (100)

0/9 (0)
9/9 (100)

7075 (+ 3506) 7600 (+4213) 6433 +(2486) 0.300

5/20 (25)
4/20 (20)
184 (+105)
20/20(100)

2/3(66.67)
14/17(82.35)
17/20 (85)
14/20 (70)
10/20 (50)

7/20 (35)
10/20 (50)
3/20 (15)
17/20 (85)

3/11(27.3)
2/11(18.2)
155 (+81)
11/11(100)

2/2(100)

7/8(87.5)
8/11(72.7)
8/11(72.7)
6/11(54.5)

4/11 (36.4)
5/11(45.5)
2/11(18.2)
8/11(72.7)

2/9(22.2)
2/9(22.2)

220 (+123) 0.170
9/9 (100)

0/0(0)
7/9(77.8)
9/9 (100)
6/9(66.7)
4/9(44.4)

3/9(33.3)
5/9 (55.6)
1/9 (11.1)
9/9 (100)
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TABLA 62. HALLAZGOS RADIOLOGICOS Y DE LABORATORIO

Caracteristica

Distribuciéon_n /total n (%)

Hallazgo radiolégico _n%

Total
Severo
Critico

Hallazgo de laboratorio

Conteo celular de serie blanca

Total
Severo
Critico
Ferritina mg/L
Total
Severo
Critico
Lactato deshidrogenasa
Total
Severo
Critico
Aspartato transaminasa
Total
Severo
Critico
Alanina transaminasa
Total
Severo
Critico
FRG (CKD-EPI-mL/min/1.73 m?)
Total
Severo
Critico
Dimero-D 2500 ng/ml
Total
Severo
Critico

Opacidad Local Opacidad Bilateral con densidad en
vidrio esmerilado
0/20 (0) 19/20 (95)
0/11(0) 10/11(90.9)
0/9 (0) 9/9 (100)
<4000 per mm? >10,000 per mm?
4/20 (20) 5/20 (25)
2/11(18.2) 3/11(27.3)
2/9(22.2) 2/9 (22.2)
Masculino < 300 mg/L Masculino >300 mg/L
2/17 14/17(82.35)
0 7/7 (87.5)
2/9 7/9(77.8)
<250 U/L >250 U/L
3/20 (15) 17/20 (85)
3/11(27.3) 8/11(72.7)
0 9/9 (100)
<40 U/L >40 U/L
6/20 (30) 14/20 (70) 0.200
3/11(27.3) 8/11(72.7) 0.100
3/9(33.3) 6/9(66.7) 0.500
<40 U/L >40 U/L
10/20 (50) 10/20 (50) 1.000
5/11(45.5) 6/11(54.5) 1.000
5/9(55.6) 4/9(44.4) 1.000
>90 mL/min/1.73 m?>  60-89 mL/min/1.73 m? <60 mL/min/1.73 m?
7/20 (35) 10/20 (50) 3/20 (15) 0.250
4/11 (36.4) 5/11(45.5) 2/11(18.2) 0.550
3/9(33.3) 5/9 (55.6) 1/9(11.1) 0.150
<500 ng/ml 2500 ng/ml
3/20(15) 17/20 (85) 0.050
3/11(15) 8/11(72.7) 0.100
9/9 (100)

FRG: funcidn renal glomerular. n: nimero de pacientes.
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TABLA 63. PARAMETROS INMUNOLOGICOS DURANTE LA HOSPITALIZACION

Caracteristica

Fenotipo linfocitario
TBNK

Conteo absoluto LT CD3+

mediana (RIQ) — por mm3

Distribucion_n /total n (%)
1000-2200
<1000

Conteo absoluto LT CD4+

mediana (RIQ) — por mm3

Distribucién _n /total n (%)
530-1300
<530
Conteo absoluto LT CD8+
mediana (RIQ) — por mm3

Distribucién _n /total n (%)
330-920
<330

Conteo absoluto LB CD19+
mediana (RIQ) — por mm3
Distribucion _n /total n (%)
110- 570
<110
Conteo absoluto NK

mediana (RIQ) — por mm3

Distribucion _n /total n (%)
70- 480
<70

Total, de
Pacientes
(n=18)

428,50
(257.8-614.3)

1/18 (5.6)
17/18 (94.4)

293,00
(200.3-388.3)

2/18 (11.1))
16/18 (88.9)

106,50
(58.8-168.3)
2/18 (11.1)
16/18 (88.9)

96,50
(79.3-164.8)
8/18 (44.4)
10/18 (55.6)

116,00

(86.3-148)
15/18 (83.3)
3/18(16.7)

Severidad clinica

Severo
n=11

428,00
(298-596)

0/11(0)
11/11 (100)

314,00
(227-431)

1/11(9.1)
10/11(90.9)

106,00
(59-149)
1/11(9.1)

10/11 (90.9)

116,00
(71-173)
6/11 (54.5)
5/11 (45.5)

118

(87-147)
10/11 (90.9)
1/11(9.1)
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Critica
n=7

430,00
(223-669)

1/7 (14.3)
6/7 (85.7)

272,00
(140-374)

1/7(14.3)
6/7(85.7)

160
(58-283)
1/7 (14.3)
6/7 (85.7)

89,00
(85-160)
2/7 (28.6)
5/7 (71.4)

111,00
(60-168)
5/7 (71.4)
2/7 (28.6)

0.751

0.497

0.556

0.618

0.892
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Severidad clinica

Severo
n=11

Critica
n=7

Caracteristica
Citocina Total, de
Pacientes
(n=18)
IL-6 en suero
mediana (RIQ) — por mm3 65
(33-128.8)
Distribucion _n /total n (%)
5-40 pg/mL 6/20 (30)
>40 pg/mL 14/20 (70)
IL-1B en suero
mediana (RIQ) — por mm3 0.56
Distribucion _n /total n (%) (0-4.3)
0-12 pg/mL 12/15 (80)
>12 pg/mL 3/15 (20)
TNF-a en suero
mediana (RIQ) — por mm3 0.66
Distribucion _n /total n (%) (0-4.1)
0-10 pg/mL 12/15 (80)
>10 pg/mL 3/15 (20)

69
(25-142)

5/11 (45.5)
6/11 (54.5)

0.06
(0-3.5)
5/6 (83.3)
1/6 (16.7)

0.24
(0-4.3)
5/6 (83.3)
1/6 (16.7)

61,00 0.450
(55-122)

1/9 (11.1)
8/9 (88.9)

1.09 0.400
(0.34-8.9)
7/9(77.8)
2/9(22.2)

0.65 0.200
(0-9.8)

7/9 (77.8)

2/9(22.2)

RIQ: Rango intercuartilico. n: nimero de pacientes. LT: linfocito T. LB: Linfocito B.

Del total de pacientes, durante la hospitalizaciéon, la linfopenia tanto de la poblacién total

como de algunas de las subpoblaciones linfocitarias (conteo absoluto de CD3 <1000 células/

mm?3; conteo absoluto de CD4 <530 células/mm3; y conteo absoluto de CD8<330 células/mm?3

y el nivel de IL-6 incrementado (>40pg/mL,) fueron parametros inmunoldgicos caracteristicos.

(Tabla 64)
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TABLA 64. PARAMETROS INMUNOLOGICOS DURANTE LA HOSPITALIZACION SEGUN EL RANGO DE REFERENCIA

DE LABORATORIO

Parametros

Distribucion_n /total n (%)

Conteo absoluto LT CD3+

Conteo absoluto LT CD4+

Conteo absoluto LT CD8+

Conteo absoluto LT CD19+

Conteo absoluto NK

IL-6 en suero

IL-1B en suero

TNF-a suero

Total
Severo

Critico

Total
Severo

Critico

Total
Severo

Critico

Total
Severo

Critico

Total
Severo

Critico

Total
Severo

Critico

Total
Severo

Critico

Total
Severo

Critico

1000-2200
1/17(5)
0/11(0)

1/7 (14.3)

530- 1300

2/18 (11)

1/11(9.1)
1/7(14.3)
330- 920
2/11(11)
1/11(9.1)

1/7 (14.3)

110- 570
8/18(44)

6/11 (54.5)

2/7 (28.6)
70- 480

15/18(83)

10/11(90.9)

5/7 (71.4)

5-40 pg/mL
6/20(30)
5/11 (45.5)
1/9 (11.1)
0-12 pg/mL

12/15(80)

5/6(83.3)

7/9 (77.8)

0-10 pg/mL

12/15(80)

5/6 (83.3)

7/9 (77.8)

<1000
17/18 (95)
11/11 (100)
6/7 (85.7)
<530
16/18(89)
10/11(90.9)
6/7(85.7)
<330
16/18(89)
10/11 (90.9)
6/7 (85.7)
<110
10/18(56)
5/11 (45.5)
5/7 (71.4)
<70
3/18(17)
1/11(9.1)
2/7 (28.6)
>40 pg/mL
14/20(70)
6/11 (54.5)
8/9 (88.9)
>12 pg/mL
3/15(20)
1/6 (16.7)
2/9(22.2)
>10 pg/mL
3/15(20)
1/6 (16.7)
2/9(22.2)

RIQ: Rango intercuartilico. n: nimero de pacientes. LT: Linfocito T. LB: Linfocito B
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El 100% de los pacientes tuvieron diagndstico clinico de neumonia, 45% cumplieron el criterio de
admisién a la Unidad de Cuidados Intensivos y 35% desarrollaron el sindrome de distrés respirato-

rio y fueron tratados con ventilacién mecénica (Tabla 65).

Considerando el tiempo de hospitalizacidn, la media de estancia hospitalaria en dias fue mayor en
el grupo de los criticos a comparaciéon de los severos (mediana (RIQ): 42 (29.5-67.5) vs 14 (8-20),
respectivamente, p=0.001). Ademas, el tiempo en dias de negativizacién del PCR-RT fue mayor en
el grupo de criticos (mediana (IQR): 31 (12.5-37.5)) que en los severos (mediana (IQR):11 (9-15)).

TABLA 65. COMPLICACIONES Y TRATAMIENTO

Total, de Severidad clinica

Caracteristica Pacientes
(n=20) Severo Critico

Complicaciones

Diagndstico clinico de neumonia — n. /total n. (%) 20/20(100) 11/11(100)  9/9(100)
Sindrome de distrés respiratorio agudo — n. (%) 7/20 (35) 0/9 (0) 7/9(77.8)
Infarto agudo del miocardio _n (%) 1/20 (5) 1/11(9.1) 0/9 (0)
Enfermedad tromboembdlica venosa_n (%) 1/20 (5) 0/11 (0) 1/9(11.1)
Tratamiento
Antibidtico intravenoso _n (%) 20(100) 11 (100) 9 (100)
Lopinavir/ritonavir_n(%) 19(95) 10(90.9) 9(100)
Hidroxicloroquina_n( %) 19(95) 10(90.9) 9(100)
Tocilizumab_n(%) 12(60) 3(27.3) 9(100)
Anakinra_n(%) 2(20) 0(0) 2(22.2)
Glucocorticoides sistémicos_n (%) 18(90) 10(90.9) 8(88.9)
Terapia de oxigeno_n (%) 20(100) 11(100) 9(100)
Ventilacion mecanica_n (%) 7(35) 0(0) 7(77.8)
Invasivo 6(30) 0(0) 6(66.7)
No invasivo 1(5) 0(0) 1(11.1)
Criterio para admision a UCI_n (%) 9 (45) 0(0) 9(100)
Duracién de la estancia hospitalaria_mediana (RIQ)_ dias 20,00 14 42
(12.5-40.75) (8-20) (29.5-67.5)
Duracidn hasta la negativizacion del PCR_RT_mediana 12,50 11 31
(RIQ)_dias (10.25-34.75) (9-15) (12.5-37.5)

UCI: Unidad de cuidados intensivos. RIQ: Rango intercuartilico. n: nimero de pacientes.
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9.2 IDENTIFICACION DE LAS pMSCs

Tras el cultivo de las pMSCs, se observd que se adhieren al plastico (Foto 7) cumpliendo el primer
criterio de la Sociedad Internacional de Terapia Celular. Tras la tincidn con hematoxilina-eosina, las

células presentan una morfologia tipo fibroblastica o poligonales y homogénea (Foto 8).

FOTO 7. CARACTERIZACION DE LAS pMSCs IN-VITRO — ADHESION AL PLASTICO 12 CRITERIO
SEGUN LA SOCIEDAD INTERNACIONAL DE TERAPIA CELULAR

FOTO 8. CARACTERIZACION DE LAS pMSCs IN-VITRO ~MORFOLOGIA TIPO FIBROBLASTICA O POLIGONALES
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9.3 CARACTERIZACION INMUNOFENOTIPICA DE LAS
pMSCs

Se evaluaron la expresion celular de los marcadores mesenquimales CD73, CD105, CD90, CD29 y
CD44, la molécula de adhesidn celular leucocitaria activada, CD166, los marcadores hematopoyéti-
cos CD45 y CD34, los marcadores de linfocitos B y macrofagos CD19 y CD14 y HLA-DR por citometria

de flujo (FACS Canto Il) y los resultados se analizaron mediante FACS Diva y FlowJo v10.

Las pMSCs fueron positivas (Figura 26) para los marcadores de superficie celular CD73, CD105,
CD90, CD29, CD44, CD166.

FIGURA 26. MARCADORES POSITIVOS POR CITOMETRIA DE FLUJO (FACS CANTO I1). INMUNOFENOTIPO
DE LAS pMSCs. 22 CRITERIO SEGUN LA SOCIEDAD INTERNACIONAL DE TERAPIA CELULAR
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Las pMSCs fueron negativas (Figura 5) para los marcadores de superficie celular CD45, CD34, CD19,
CD14 y HLA-DR.
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FIGURA 27. MARCADORES NEGATIVOS POR CITOMETRIA DE FLUJO (FACS CANTO I1). INMUNOFENOTIPO
DE LAS pMSCs. 22 CRITERIO SEGUN LA SOCIEDAD INTERNACIONAL DE TERAPIA CELULAR
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Ademas, las pMSCs fueron positivas para el marcador CD106 relacionado a propiedades inmuno-

moduladoras de la membrana coriénica (Figura 28).

FIGURA 28. MARCADOR CD106+ ASOCIADO A PROPIEDADES INMUNOMODULADORAS
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9.4 CARACTERIZACION FUNCIONAL DE LAS pMSCs

Tras el cultivo en el medio de diferenciacion (STEMPRO® Differentiation Kit) y posterior tincidn con
la solucion Alizarin Red S en la linea osteogénica se observé bajo un microscopio de luz los depdsi-

tos de calcio tefidos de rojo. (Foto 9)

FOTO 9. DIFERENCIACION OSTEOGENICA DE LAS PMSC. 32 CRITERIO
SEGUN LA SOCIEDAD INTERNACIONAL DE TERAPIA CELULAR

40x

Posterior al cultivo celular con el medio de diferenciacidn (StemPro® Adipogenesis Differentiation

Kit), se observaron las vacuolas lipidicas tras la tincidn con Qil Red O (Foto 10).
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FOTO 10. DIFERENCIACION ADIPOGENICA DE LAS pMSCs. 32 CRITERIO
SEGUN LA SOCIEDAD INTERNACIONAL DE TERAPIA CELULAR

Vacuolas

lipidicas

.

Ndcleo

— ]

100X

9.5 ENSAYO DE PROLIFERACION DE LAS pMSCs

Tras la adicion de la solucion de CCK-8 (SIGMA ALDRICH), incubacion y medicion de la absorbancia

a 450 nm mediante el lector de microplacas se observo la proliferacion de las pMSCs (Figura 29).
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FIGURA 29. ENSAYO DE PROLIFERACION MEDIANTE EL KIT DE CONTEO CELULAR-8
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9.6 INMUNIDAD DE CELULAS T REACTIVAS AL
SARS-CoV-2

Analizamos las muestras de sangre extraidas después del alta hospitalaria (tiempo desde la tltima
prueba negativa en dias, mediana (RIQ) 162.5 dias (143.25-169.5) (Tabla 66) de una cohorte de 20
pacientes con COVID-19 severo (11 pacientes) y critico (9 pacientes). De esta manera, 11 pacientes
con un total de 33 muestras fueron categorizados como severos y 9 pacientes con 27 muestras

como criticos.
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TABLA 66. CRONOLOGIA DE MUESTREO DEL ESTUDIO

Total, de
Caracteristica Pacientes Severidad clinica

(n=20)

Severo Critico

Numero de pacientes n=11 n=9

Tiempo desde el PCR_RT positivo _dias

mediana (RIQ) 179,50 177,00 182,00
(173-185) (166-179) (180.5-186)

Tiempo desde el PCR_RT negativo_dias
mediana (RIQ) 162.5 163,00 155,00
(143.25- 169.5) (143- 168) (142-171.5)

Tiempo desde la admisién hospitalaria_dias

mediana (RIQ) 179.5 177 183
(173-185) (166-179) (180.5-186.5)

RIQ: Rango intercuartilico. n: numero de pacientes.

Tras la estimulacidon por 16 horas con las proteinas S-, N- y M-, se demostré que las 3 proteinas
tienen la capacidad de inducir respuesta celular T CD4+ y T CD8+ antigeno- especifica frente al
SARS -CoV2 (Figura 30). Las frecuencias presentadas muestran el indice de estimulacion de cada
muestra por proteina S-, N- y M-, para los linfocitos T CD4+ (Figura 31) y T CD8+ (Figura 32)
considerando que un valor igual o mayor de > 2 del valor del control no estimulado las define

como positiva frente al SARS-CoV-2.

198



PARTE Il
9. RESULTADOS

LETAD A PETD S310pL2IDW 3P UQISAIAXa D] UOI SLPLIYUAP] U0IINS Z-A0D-SYYS |0 SDALIDAI SOILJ2adsa souabrup +8d) 1 A +pdD 1 SPINj3I SOT

st g G0 S
el | | P
kT
Eo
ot
Fe B
90 'z o
+££10 +PELAD +LETQD +PETQ
Lot F o
B ot el
2 o1 o1 01 0 01-
0 Rl ot oot < 2 £

£0'9
+LET0D+FEIAD"

7

18'2
+LETADHPETAD

'

+——
+LETAD
mn: voﬁ
huul oot
£€0
+LETQD +PETAD L
F 0T
k0T

O E—

+LETAD

650
+IETAI+HETA) ; b

TOY1LNOD

<«—— +PEIAD

+¥ETAD

+802

M

"Z-AOD-SHVS 13A -l A -N -S SYNJILOYd SY1 NOD NOIDVINIAILST V1 SYHL +8AD L A +7AD L SV1NT3D SV 3A SOAILVYLNISIYAIY S1OTd "0€ VINOI4

199



Evaluacién Inmunoldgica de Terapias Inmunomoduladoras con Inmunoglobulinas y con Células mesenquimales

en pacientes inmunosuprimidos por trasplante o por SARS-CoV-2

FIGURA 31. (NDICE DE ESTIMULACION DE LOS LINFOCITOS T CD4+ CD137+
CD134+ (LINFOCITOS T CD4+ESPECIFICOS DEL SARS-COV-2)
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Los grdficos de dispersion muestran la linea en la mediana; las barras de error representan los rangos intercuartilicos (RIQ).
p<0,05 se considera estadisticamente significativo.

FIGURA 32. EL INDICE DE ESTIMULACION (IS) DE LOS LINFOCITOS T CD8+ CD137+
CD134+ CD8+(LINFOCITOS T CD8+ESPECIFICOS DEL SARS-COV-2)

CD8+

100+

IS Linfocitos T CD8+/CD137+ CD134+

0.1

Los grdficos de dispersion muestran la linea en la mediana; las barras de error representan los rangos intercuartilicos (RIQ).

p<0,05 se considera estadisticamente significativo.

El porcentaje de los pacientes que tuvieron respuesta celular T CD4+ fueron detectables en al me-
nos 1 muestra en 20 (100 %), para S- 95%, N- 96% y M- 95%.
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FIGURA 33. PORCENTAJE DE PACIENTES CON RESPUESTA CELULAR T CD4+ TRAS
LA ESTIMULACION CON LAS PROTEINAS S-, N- Y M- DEL SARS-CoV-2
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n: 20 pacientes recuperados de COVID-19 tras 5-6 meses (mediana 162.5 dias) de la prueba PCR-RT negativa.

El porcentaje de los pacientes que tuvieron respuesta celular T CD8+ fueron detectables en al menos

1 muestra en 17 (89%), para las proteinas S- y N- el 65% de pacientes y el 74% para la proteina M-.

FIGURA 34. PORCENTAJE DE PACIENTES CON RESPUESTA CELULAR T CD8+ TRAS
LA ESTIMULACION CON LAS PROTEINAS S-, N- Y M- DEL SARS-COV-2
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n: 20 pacientes recuperados de COVID-19 tras 5-6 meses (mediana 162.5 dias) de la prueba PCR-RT negativa.
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Considerando la respuesta celular por muestra, detectamos respuesta celular T CD4 + en 55 y res-
puesta celular T CD8+ en 40 de 60 muestras de pacientes al menos frente a una de las proteinas
del SARS-CoV-2. Sin embargo, ninguna de las proteinas S-, N- y M- indujo respuesta celular T CD4+
o CD8+, en forma independiente en todos los pacientes, pero si de manera conjunta. Dentro de
las 55 muestras que respondieron, los linfocitos T CD4+ antigeno-especificas mostraron respuesta
detectable en S=19, N=19, M=17 muestras, mientras que de las 40 muestras que presentaron res-
puesta celular antigeno-especifica T CD8+, la proteina M respondié en mas muestras, M=14, S=13,
N=13. (Figura 35y Figura 36).

FIGURA 35. DIAGRAMAS DE VENN DE 20 PACIENTES CON COVID-19 CON
RESPUESTA CELULAR ANTIGENO-ESPECIFICA T CD4+ DETECTABLES (IS > 2) DEL
SARS-CoV-2 TRAS LA ESTIMULACION CON LAS PROTEINAS S-, N- Y M-
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FIGURA 36. DIAGRAMAS DE VENN DE 20 PACIENTES CON COVID-19 CON
RESPUESTA CELULAR ANTIGENO ESPECIFICA T CD8+ DETECTABLES (IS > 2) DEL
SARS-CoV-2 TRAS LA ESTIMULACION CON LAS PROTEINAS S-, N- Y M-

CD8+

Analizando por grupo de severidad clinica, con la prueba Chi-cuadrado, se observa que la respuesta
celular antigeno-especifica T CD4+ es mas frecuente en el grupo severo a comparacién de los criti-
cos, sin embargo, no es significante estadisticamente. En la respuesta antigeno-especifica T CD4+
frente a las proteinas S- y N- se observé en el 100% de los pacientes del grupo de severo mientras
que en el grupo de criticos en el 88.9% (p=0.648). La respuesta celular T CD4+ frente a las proteinas
M- se observa en el 66.7% de los pacientes en el grupo de criticos mientras que en el grupo de se-
veros en el 100% (p=0.332). (Figura 37 y Figura 38).
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FIGURA 37. PORCENTAJE DE LA RESPUESTA CELULAR T CD4+ (IS > 2) FRENTE A LA ESTIMULACION
DE LAS PROTEINAS S-, N- Y M- DEL SARS-COV-2 SEGUN LA SEVERIDAD CLINICA
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20 pacientes recuperados de COVID-19 tras 5-6 meses (mediana 162.5 dias) de la prueba PCR-RT negativa.

Del mismo modo, la repuesta celular antigeno-especifica T CD8+ por severidad clinica frente a las
proteinas S- se observa en el 72.7%, de los pacientes del grupo de severo mientras que en el grupo
de criticos en el 55.6% (p=0.581). Para la proteina N- la respuesta antigeno-especifica T CD8+, se
observa en el 72.7% de los pacientes en el grupo de severos mientras que en el grupo de criticos
en el 44.4% (p=0.388). Ademas, para la proteina M- la respuesta antigeno-especifica T CD8+, se
observa en el 81.8% de los pacientes en el grupo de severos, mientras que en el grupo de criticos
en el 55.6.% (p=0.424).
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FIGURA 38. PORCENTAJE DE LA RESPUESTA CELULAR T CD8+ (IS > 2) FRENTE A LA ESTIMULACION
DE LAS PROTEINAS S-, N- Y M- DEL SARS-COV-2 SEGUN LA SEVERIDAD CLINICA
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20 pacientes recuperados de COVID-19 tras 5-6 meses (mediana 162.5 dias) de la prueba PCR-RT negativa.

Examinando las citocinas en el sobrenadante de cada pocillo para el control (sin estimulo antigéni-
co) y para las proteinas S-, N- y M- de cada paciente analizamos, como se observa en la Tabla 67 a
continuacion y en las figuras de cada citocina, IL-2 (Figura 39), IFN-y (Figura 40), TNF-a (Figura 41),
IL-4 (Figura 42), IL-17 (Figura 43) e IL-1B (Figura 44).
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TABLA 67. CITOCINAS BASALES TRAS LA ESTIMULACION CON PEPTIDOS S-, N-, M- DEL SARS-CoV-2

Citocina Proteina S Proteina N Proteina M

Control ) valor p N valor p M valor p

IL-2

mediana 1.18 1179.7 <0,0001 811 <0,0001 420 <0,0001

(RIQ) (0.8-1.4) (615.3-1934) (357.8-1624.7) (194.9- 716.7)

IFN-y

mediana 0.43 137.4 <0,0001 59.65 <0,0001 50.6 <0,0001

(RIQ) (0-1.6) (57.9-334) (21-149.9) (19.4- 109.4)

TNF_a

mediana 5 81.9 <0,0001 39.7 <0,0001 39.9 <0,0001

(RIQ) (1.5-24)  (28.4-206.8) (25.8-110.1) (12-90)

IL-4

mediana 0.82 0.97 0.249 0.79 0.462 0.91 0.854

(RIQ) (0.4-1.1)  (0.45-1.4) (0.43-1.3) (0.25-1.3)

IL-17A

mediana 1.79 5.3 <0,0001 2.5 0.575 5.9 0.007

(RIQ) (0.9-5) (2.2-14) (0.9-5.9) (1.6-9.8)

IL_1B

mediana 1.2 11.86 0.001 13.23 0.009 6.1 0.001

(RIQ) (0.75-1.9)  (4-158.8) (4.1-21.3) (2.6-12.9)

RIQ: Rango intercuartilico.

Observamos un aumento significativo y dominante de las citocinas IL-2, IFN-y y TNF-a con respecto

al control para las proteinas S-, N- y M-. (p<0,0001).
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FIGURA 39. NIVELES DE IL-2 EN EL SOBRENADANTE DEL CONTROL
VS LAS PROTEINAS S-, N- Y M- DEL SARS-CoV-2
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Los grdficos de dispersion muestran la linea en la mediana; los box-plots representan los rangos intercuartilicos (RIQ). La comparacion
estadistica se realizd con la prueba no paramétrica de Wilcoxon . p<0,05 fueron considerados estadisticamente significativos.

FIGURA 40. NIVELES DE IFN-y EN EL SOBRENADANTE DEL CONTROL
VS LAS PROTEINAS S-, N- Y M- DEL SARS-CoV-2
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Los grdficos de dispersion muestran la linea en la mediana; los box-plots representan los rangos intercuartilicos (RIQ). La comparacion
estadistica se realizo con la prueba no paramétrica de Wilcoxon . p<0,05 fueron considerados estadisticamente significativos.
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FIGURA 41. NIVELES DE TNF-a EN EL SOBRENADANTE DEL CONTROL
VS LAS PROTEINAS S-, N- Y M- DEL SARS-CoV-2
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Los grdficos de dispersion muestran la linea en la mediana; los box-plots representan los rangos intercuartilicos (RIQ). La comparacion
estadistica se realizé con la prueba no paramétrica de Wilcoxon . p<0,05 fueron considerados estadisticamente significativos.

No observamos respuesta Th2. No se muestra diferencias de los niveles de IL-4 en todas las mues-

tras con respecto al control.

FIGURA 42. NIVELES DE IL-4 EN EL SOBRENADANTE DEL CONTROL
VS LAS PROTEINAS S-, N- Y M- DEL SARS-CoV-2
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Los grdficos de dispersion muestran la linea en la mediana; los box-plots representan los rangos intercuartilicos (RIQ). La comparacion

estadistica se realizo con la prueba no paramétrica de Wilcoxon . p<0,05 fueron considerados estadisticamente significativos.

208



PARTE Il
9. RESULTADOS

Analizando la respuesta Th17, se observa aumento de IL-17-A con respecto al control frente a las
proteinas S-, y M- sin embargo, para N- no es significativo. Aunque hay un aumento significativo,
los valores estan por debajo de limite de deteccidn de la prueba segun el fabricante que es de 18.9
pg/ml. De los 20 pacientes se observd 3 pacientes con niveles de 24,9; 31,2 y 48,5 pg/ml para la

proteina Sy para la proteina M sélo 1 paciente con 39.05 pg/ml.

FIGURA 43. NIVELES DE IL-17-A EN EL SOBRENADANTE DEL CONTROL
VS LAS PROTEINAS S-, N- Y M- DEL SARS-CoV-2
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Los grdficos de dispersion muestran la linea en la mediana; los box-plots representan los rangos intercuartilicos (RIQ).
La comparacion estadistica se realizé con la prueba no paramétrica de Wilcoxon. p<0,05 se considera estadisticamente
significativos.

También, observamos el aumento significativo de IL-1B con respecto a los controles.
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FIGURA 44. NIVELES DE IL-1B8 EN EL SOBRENADANTE DEL CONTROL
VS LAS PROTEINAS S-, N- Y M- DEL SARS-CoV-2
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Los grdficos de dispersion muestran la linea en la mediana; los box-plots representan los rangos intercuartilicos (RIQ).
La comparacion estadistica se realizé con la prueba no paramétrica de Wilcoxon. p<0,05 se considera estadisticamente

significativo.

LA MAGNITUD Y FUNCIONALIDAD DE LA RESPUESTA CELULAR

En la Tabla 68 se observa el % de la magnitud de respuesta significativa de las células antigeno-espe-
cifica T CD4+ frente a las proteinas S-, N-, y M- del SARS-CoV-2 con respecto al control. Al comparar la

magnitud de respuesta celular T entre las proteinas S-, N- y M- no se observan diferencias, p=0.987.
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TABLA 68. MAGNITUD DE RESPUESTA DE LAS CELULAS T CD4+ ESPECIFICAS DEL SARS-CoV-2 EN LOS
PACIENTES RECUPERADOS DE COVID-19

Citocina Proteina S Proteina N Proteina M
CONTROL S- Valor p N- Valor p M- Valor p
CD4+
mediana 0.71 1.9 <0.001 29 <0.001 2.2 <0.001
(RIQ) (0.3-1.3) (1-4.3) (1-4.7) (1-3.8)

Rango Intercuartilico (RIQ). Se realiza el andlisis antes y después con la prueba no paramétrica de Wilcoxon para muestras
relacionadas. Para comparar los valores de las 3 proteinas se utiliza la prueba no paramétrica de Friedman para muestras
relacionadas. p<0,05 se considera estadisticamente significativo.

En la Tabla 69 se observa el % de la magnitud de respuesta significativa de las células antigeno-espe-
cifica T CD8+ frente a las proteinas S-, N-, y M- del SARS-CoV-2 con respecto al control. Al comparar la

magnitud de respuesta celular T entre las proteinas S-, N- y M- no se observan diferencias, p=0.362.

TABLA 69. MAGNITUD DE RESPUESTA DE LAS CELULAS T CD8+ ESPECIFICAS DEL SARS-CoV-2 EN LOS
PACIENTES RECUPERADOS DE COVID-19

Citocina Proteina S Proteina N Proteina M
CONTROL S- Valor p N- Valor p M- Valor p

CD8+

mediana 0.57 1.3 0.001 1.2 <0.001 1.5 <0.001

(RIQ) (0.3-0.76)  (0.6-2.4) (0.7-1.9) (0.7-2.4)

Rango Intercuartilico (RIQ). Se realiza el andlisis antes y después con la prueba no paramétrica de Wilcoxon para muestras
relacionadas. Para comparar los valores de las 3 proteinas se utiliza la prueba no paramétrica de Friedman para muestras
relacionadas. p<0,05 se considera estadisticamente significativo.

9.6.2 QUIMIOCINAS INDUCIDAS POR IFN-y

Examinando las quimiocinas en el sobrenadante de cada pocillo para el control (sin estimulo anti-
génico) y para las proteinas S-, N- y M- de los 20 pacientes, analizamos como se observa en la Tabla
70 a continuacidén y en las figuras de cada quimiocina inducidas por IFN CXCL10/1P-10 (Figura 45),
CCL2/MCP-1 (Figura 46), CXCL9/MIG (Figura 47), y CCL5/RANTES (Figura 48).
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Las quimiocinas inducidas por IFN secretadas por las CMSPs tras la estimulacién con las proteinas
S-, N- y M- del SARS-CoV-2, fueron elevadas significativamente en el sobrenadante para las tres

proteinas. (p<0,0001).

TABLA 70. QUIMIOCINAS BASALES TRAS LA ESTIMULACION CON LOS PEPTIDOS S-, N-, M- DEL SARS-CoV-2

Quimiocina Proteina S Proteina N Proteina M

CONTROL ) Valor p Valor p M Valor p
IP-10
mediana 1398.1 3838.4 <0.0001 3791.8 0.001 3785.9 <0,0001
(RIQ) (290.3 - 3620) (3723.4-3901.6) (3677.7-3876.3) (3712.2- 3854)
MCP-1
mediana 510.9 12157.6 <0.0001 14922.3 <0,0001 14548.1 <0,0001
(RIQ) (90-3854) (10362-23474.6) (5619.5- 16813) (11965.3 - 26543)
MIG
mediana 108.5 3126.7 <0,0001 3037.3 <0,0001 3436.54 <0,0001
(RIQ) (19.4-1606) (2314-3964.2) (1907.5-3917) (2536 —4238.5)
RANTES
mediana 22335 2911.1 <0,0001 2699.8 <0,0001 2623.9 <0.0001
(RIQ) (1199 -2722) (1952.1-4751.2) (1666 —3984.18) (1703- 3805.3)

RIQ: Rango intercuartilico
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FIGURA 45. GRAFICOS REPRESENTATIVOS DE LA PRODUCCION DE QUIMIOCINA CXCL10/IP-10 SECRETADAS
POR LAS CMSPs EN LOS SOBRENADANTES TRAS LA ESTIMULACION CON S -, N- Y M- DEL SARS-CoV-2
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FIGURA 46. GRAFICOS REPRESENTATIVOS DE LA PRODUCCION DE LA QUIMIOCINA CCL2/MCP-1 SECRETADAS
POR LAS CMSPs EN LOS SOBRENADANTES TRAS LA ESTIMULACION CON S -, N- Y M- DEL SARS-CoV-2
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FIGURA 47. GRAFICOS REPRESENTATIVOS DE LA PRODUCCION DE QUIMIOCINA CXCL9/MIG SECRETADAS
POR LAS CMSPs EN LOS SOBRENADANTES TRAS LA ESTIMULACION CON S -, N- Y M- DEL SARS-CoV-2
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FIGURA 48. GRAFICOS REPRESENTATIVOS DE LA PRODUCCION DE LA
QUIMIOCINA CCL5/RANTES SECRETADAS POR LAS CMSPs EN LOS SOBRENADANTES
TRAS LA ESTIMULACION CON S -, N- Y M- DEL SARS-CoV-2
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9.7 ENSAYO DE CO-CULTIVO IpMSCs / rCMSPs

Tras el co-cultivo, analizamos las [pMSCs y las rCMSPs cultivados en los compartimentos, superior e

inferior del sistema de transwell respectivamente.

La frecuencia de la respuesta celular antigenos- especificas T CD4+ con IS 2 2 en la estimulacién
previa en comparacién con el posterior co-cultivo para los antigenos S-, N- y M- se muestran en la
tabla 71y la figura 49. Las células antigenos- especificas T CD4+ con IS > 2 por proteina S-, N-y M-

disminuyeron en frecuencia con diferencia estadisticamente signficativa, p<0.001.

TABLA 71. FRECUENCIA DE RESPUESTA CELULAR ANTIGENO-ESPECIFICA DE CD4+ EN PACIENTES
RECUPERADOS DE COVID-19

CD4+
Antigeno Estimulacion Pre

Co-cultivo con IpMSCs

1552 1522

S- 19 1
N- 19 2
M- 17 1
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FIGURA 49. PLOT REPRESENTATIVO DE LA COMPARACION DE PRE Y POST DEL CO-CULTIVO DE LA
FRECUENCIA DEL INDICE DE ESTIMULACION (IS) DE LOS LINFOCITOS T CD4+ CD137+ CD134+ (LINFOCITOS
T CD4+ESPECIFICOS DEL SARS-COV-2) FRENTE A LAS PROTEINAS S-, N- Y M- DEL SARS-CoV-2
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Los valores >2 se calcularon dividiendo la respuesta medida del subconjunto de linfocitos T por la respuesta respectiva en el
control. Los grdficos de dispersion muestran la linea en la mediana; las barras de error representan los rangos intercuartilicos
(RIQ). La comparacién estadistica de antes y después se realizé con la pruebano paramétrica de Wilcoxon para muestras

relacionadas y la prueba de Friedman para comparaciones multiples. p<0.05 se considera estadisticamente significativo.

La frecuencia de la respuesta celular antigeno- especifica T CD8+ con IS = 2 en la estimulacién
previa en comparacién con el posterior co-cultivo para los antigenos S-, N- y M- se muestran en la
tabla 72 y la figura 50. Las células antigenos-especificas T CD8+ con IS 2 2 por proteina S-, N- y M-

disminuyeron en frecuencia con diferencia estadisticamente significativa p<0.001.
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TABLA 72. FRECUENCIA DE RESPUESTA CELULAR ANTIGENO-ESPECIFICA DE CD8+ EN PACIENTES
RECUPERADOS DE COVID-19

CD8+
Estimulacion Pre Co-cultivo con IpMSCs
1S>2 1S>2
Any 17 1
S- 13 0
N- 12 1
M- 14 1

FIGURA 50. PLOT REPRESENTATIVO DE LA COMPARACION DE PRE Y POST DEL CO-CULTIVO DE LA
FRECUENCIA DEL INDICE DE ESTIMULACION (IS) DE LOS LINFOCITOS T CD8+ CD137+ CD134+ (LINFOCITOS
T CD8+ESPECIFICOS DEL SARS-CoV-2) FRENTE A LAS PROTEINAS S-, N- Y M- DEL SARS-CoV-2
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Los valores >2 se calcularon dividiendo la respuesta medida del subconjunto de linfocitos T por la respuesta respectiva en el
control. Los grdficos de dispersion muestran la linea en la mediana; las barras de error representan los rangos intercuartilicos
(RIQ). La comparacion estadistica de antes y después se realizé con la prueba no paramétrica de Wilcoxon para muestras
relacionadas y la prueba de Friedman para comparaciones multiples. p<0.05 se considera estadisticamente significativo.
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En la tabla se observa la comparacion entre el % de la magnitud de respuesta significativa de las
células antigeno-especifica T CD4+ frente a las proteinas S-, N-, y M- del SARS-CoV-2 del cultivo
PRE, linfocitos estimulados, y POST, co-cultivo con las rCMSPs y las IpMSCs. Para las tres proteinas
se observa disminucién estadisticamente significativa (p<0.001). Al comparar la magnitud de res-
puesta celular T en el Post (co-cultivo) entre las proteinas S-, N- y M- no se observan diferencias

estadisticamente significativas, p=0.424.

TABLA 73. COMPARACION DE ANTES Y DESPUES DEL CO-CULTIVO DE LA MAGNITUD DE LA RESPUESTA DE
LOS LINFOCITOS T CD4+ CD137+ CD134+ (LINFOCITOS T CD4+ESPECIFICOS DEL SARS-CoV-2) FRENTE A LAS
PROTEINAS S-, N- Y M- DEL SARS-CoV-2

. Proteina S Proteina N Proteina M
Citocina oo pOST Valorp PRE  POST Valorp PRE  POST Valorp

CD4+

mediana 14 0 <0.001 1.9 0.16 <0.001 13 0.19 <0.001
(RIQ) (0.6-2.9)  (0-4) (0.6-3.2) (0-0.69) (0.6-2.9) (0-0.43)

Se muestra la mediana con los rangos intercuartilicos (RIQ). La comparacion estadistica de antes y después se realizo con la
prueba no paramétrica de Wilcoxon para muestras relacionadas y la prueba de Friedman para comparaciones multiples. p<0.05
se considera estadisticamente significativo.

En la tabla se observa la comparacion entre el % de la magnitud de respuesta significativa de las
células antigeno-especifica T CD8+ frente a las proteinas S-, N- y M- del SARS-CoV-2 del cultivo PRE,
linfocitos estimulados, y POST, co-cultivo con las rPBMCs y las [pMSCs. Para las tres proteinas se ob-
serva disminucion estadisticamente significativa (p<0.001). Al comparar la magnitud de respuesta
celular T en el Post (co-cultivo) entre las proteinas S-, N- y M- no se observan diferencias estadisti-

camente significativas, p=0.424.

TABLA 74. COMPARACION DE ANTES Y DESPUES DEL CO-CULTIVO DE LA MAGNITUD DE LA RESPUESTA DE
LOS LINFOCITOS T CD8+ CD137+ CD134+ (LINFOCITOS T CD4+ESPECIFICOS DEL SARS-CoV-2) FRENTE A LAS
PROTEINAS S-, N- Y M- DEL SARS-CoV-2

Gitoci Proteina S Proteina N Proteina M
'"OCINd " bRE  POST Valorp PRE POST Valorp PRE POST Valorp
CD8+

mediana  0.82 0 <0001 078 003 0003 067 005 0018
RIQ)  (0.03-15) 0-0.06 (02-13) (0-0.2) (03-13) (0-032)

Se muestra la mediana con los rangos intercuartilicos (RIQ). La comparacion estadistica de antes y después se realizo con la
prueba no paramétrica de Wilcoxon para muestras relacionadas y la prueba de Friedman para comparaciones multiples. p<0.05
se considera estadisticamente significativo.

En coherencia con los datos anteriores, tras el co-cultivo se observa disminucidn del porcentaje de

pacientes con células T CD4+ y T CD8+ antigeno-especificas del SARS-CoV-2 (Figura 51y Figura 52).
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FIGURA 51. PLOT COMPARATIVO DEL PRE Y POST DEL % DE PACIENTES CON
RESPUESTA CELULAR T CD4+ ANTIGENO-ESPECIFICA (IS >2)
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FIGURA 52. PLOT COMPARATIVO DEL PRE Y POST DEL % DE PACIENTES CON
RESPUESTA CELULAR T CD8+ ANTIGENO-ESPECIFICA DETECTABLES (IS >2)
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Tras el co-cultivo, se observd una disminucidn significativa de las citocinas en el sobrenadante re-
lacionadas a la respuesta Th1 que se muestra en la Tabla 75 y figuras de cada citocina, IL-2 (Figura
53), IFN-y (Figura 54), TNF-a (Figura 55) y en la IL-1B (FIGURA 56).

TABLA 75. COMPARACION DE LA MEDIANA (RIQ) DE LOS NIVELES DE CADA CITOCINA EN EL SOBRENADANTE
PRE (LINFOCITOS ESTIMULADOS) Y POST (CO-CULTIVO CON LAS rCMSPs Y LAS IpMSCs) POR PROTEINA-S-, N-
Y-M- DEL SARS-CoV-2

Citocina

PRE PRE Va;°’ PRE
IL-2
mediana 1178.7 0.4 <0,0001 810.2 0.2 <0,0001 419.2 0.04 <0,0001
(RIQ) (614 -1933.3) (0.07-5.1) (356.6-1623.8) (0-0.9) (194.2-716) (0-0.4)
IFN-y
mediana 135.6 15,5 <0,0001 59.4 6.2 <0,0001 49.7 0.8 <0,0001
(RIQ) (49-331.9) (1.2-40.4) (12.7-148.6) (0.9-19.8) (10.8-109.3) (0-17.6)
TNF-a
mediana 79.4 0.17 0.002 35.1 0 0.002 29.29 0 <0,0001
(RIQ) (7-171.6) (0-7.7) (5.5-108.7)  (0-10.0) (6.3-70.3) (0-2.3)
IL-1B
mediana 109 0 0.001 6.6 0 <0,0001 5.1 0 0.018
(RIQ) (2.2-157.8) (0-13.9) (1317.1)  (0-43) (17-117)  (0-2.7)

Se realizé con la prueba de Wilcoxon. p<0.05 se considera estadisticamente significativo. RIQ: Rango intercuartilico.
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FIGURA 53. PLOT COMPARATIVO DE LOS NIVELES DE LA CITOCINA IL-2 EN EL
SOBRENADANTE DEL CULTIVO PRE (LINFOCITOS ESTIMULADOS) Y POST (CO-CULTIVO
CON LAS rCMSPs Y LAS IpMSCs) POR PROTEINAS S-, N- Y M- DEL SARS-CoV-2
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Los grdficos de dispersion muestran

la linea en la mediana; los box-plots
representan los rangos intercuartilicos
(RIQ). La comparacién estadistica de antes
y después se realizo con la prueba no
paramétrica de Wilcoxon para muestras
relacionadas y la prueba de Friedman
para comparaciones multiples. p<0.05 se
considera estadisticamente significativo.

FIGURA 54. PLOT COMPARATIVO DE LOS NIVELES DE LA CITOCINA IFN-y EN EL
SOBRENADANTE DEL CULTIVO PRE (LINFOCITOS ESTIMULADOS) Y POST (CO-CULTIVO
CON LAS rCMSPs Y LAS IpMSCs) POR PROTEINAS S-, N- Y M- DEL SARS-CoV-2
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Los grdficos de dispersion muestran

la linea en la mediana; los box-plots
representan los rangos intercuartilicos
(RIQ). La comparacion estadistica de antes
y después se realizé con la prueba no
paramétrica de Wilcoxon para muestras
relacionadas y la prueba de Friedman
para comparaciones multiples. p<0.05 se
considera estadisticamente significativo.
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FIGURA 55. PLOT COMPARATIVO DE LOS NIVELES DE LA CITOCINA TNF-a EN EL
SOBRENADANTE DEL CULTIVO PRE (LINFOCITOS ESTIMULADOS) Y POST (CO-CULTIVO
CON LAS rCMSPs Y LAS IpMSCs) POR PROTEINAS-S-, N- Y M- DEL SARS-CoV-2
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11 los box-plots representan los rangos intercuartilicos (RIQ).
La comparacion estadistica de antes y después se realizo
0.1 e con la prueba no paramétrica de Wilcoxon para muestras
S N M relacionadas y la prueba de Friedman para comparaciones
Pre- Co-cultivo Post- Co-cultivo multiples. p<0.05 se considera estadisticamente significativo.
FIGURA 56. PLOT COMPARATIVO DE LOS NIVELES DE LA CITOCINA IL-1B EN EL
SOBRENADANTE DEL CULTIVO PRE (LINFOCITOS ESTIMULADOS) Y POST (CO-CULTIVO
CON LAS rCMSPs Y LAS IpMSCs) POR PROTEINAS S-, N- Y M- DEL SARS-CoV-2
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Los grdficos de dispersion muestran la linea en la mediana;
- los box-plots representan los rangos intercuartilicos (RIQ).
La comparacion estadistica de antes y después se realizé
0.01 con la prueba no paramétrica de Wilcoxon para muestras
5 N M relacionadas y la prueba de Friedman para comparaciones
Pre- Co-cultivo Post- Co-cultivo multiples. p<0.05 se considera estadisticamente significativo.

Se analizaron el PRE (linfocitos estimulados) y POST (co-cultivo con las rCMSPs y las [pMSCs) por

severidad clinica y se observa disminucidn significativa en ambos grupos, severo y critico, como se

muestra en la Tabla 76.
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También tras el co-cultivo, se observd una disminucién estadisticamente significativa de las qui-
miocinas inducidas por IFN en el sobrenadante como se muestra en la tabla 77 y figuras de cada
quimiocina, CXCL10/IP-10 (Figura 57), CCL2/MCP-1 (Figura 58), CXCL9/MIG (Figura 59), y CCL5/
RANTES (Figura 60).

TABLA 77. COMPARACION DE LA MEDIANA (RIQ) DE LOS NIVELES DE CADA QUIMIOCINA EN EL
SOBRENADANTE PRE (LINFOCITOS ESTIMULADOS) Y POST (CO-CULTIVO CON LAS rCMSPs Y LAS IpMSCs) POR
PROTEINA S-, N- Y M- DEL SARS-CoV-2

Proteina S Proteina N Proteina M
Qw:mio-
cina PRE  posT Valor PRE post Valor  ppe post Valor

p p p

IP-10
mediana 23507 1422 <0.0001 24357 0 0001 23596 0 <0,0001
(RIQ) (196-3545)  (0-921) (154-3539)  (0-300.5) (207-3452)  (0-214.9)
MCP-1
mediana  10827.8 23490 0005 115203 0 <00001 128596  2062.8 <0,0001
(RIQ)  (6240-18157) (0-4781) (2337.4 -16548.8) (0-2038) (8493 -24154) (47-3959)
MIG
mediana 26229 188 <0,0001 194097 116 <0,0001 25708 596 <0,0001
(RIQ) (551-3745) (0.5-52) (583-3402)  (0-34.9) (786-3601) (0-23.7)
RANTES
mediana 8372 0 <0000 6181 0 <0000l 5018 0 0003
(RIQ) (190-1676) (0-121) (137.7-877)  (0-52.8) (95.1-8135)  (0-0)

Se realizé con la prueba de Wilcoxon. p<0.05 se considera estadisticamente significativo. RIQ: Rango intercuartilico.
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FIGURA 57. PLOT COMPARATIVO PRE Y POST CO-CULTIVO DE LOS NIVELES DE LA QUIMIOCINA
CXCL10/1P-10 INDUCIDA POR IFN SECRETADA POR LAS rCMSPs EN EL SOBRENADANTE
TRAS LA ESTIMULACION CON LAS PROTEINAS S-, N- Y M- DEL SARS-CoV-2
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muestras relacionadas. p<0.05 se considera
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estadisticamente significativo.

FIGURA 58. PLOT COMPARATIVO PRE Y POST CO-CULTIVO DE LOS NIVELES DE LA QUIMIOCINA
CCL2/MCP-1 INDUCIDA POR IFN SECRETADA POR LAS rCMSPs EN EL SOBRENADANTE
TRAS LA ESTIMULACION CON LAS PROTEINAS S-, N- Y M- DEL SARS-CoV-2
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1004

10 s N M 3 N M la prueba no paramétrica de Wilcoxon para
muestras relacionadas. p<0.05 se considera

Pre- Co-cullive Post- Co-cultivo estadisticamente significativo.
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FIGURA 59. PLOT COMPARATIVO PRE Y POST CO-CULTIVO DE LOS NIVELES DE LA QUIMIOCINA
CXCL9/MIG INDUCIDA POR IFN, SECRETADA POR LAS rCMSPs EN EL SOBRENADANTE
TRAS LA ESTIMULACION CON LAS PROTEINAS S-, N- Y M- DEL SARS-CoV-2
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FIGURA 60. PLOT COMPARATIVO PRE Y POST CO-CULTIVO DE LOS NIVELES DE LA QUIMIOCINA
CCL5/RANTES INDUCIDA POR IFN, SECRETADA POR LAS rCMSPs EN EL SOBRENADANTE
TRAS LA ESTIMULACION CON LAS PROTEINAS S-, N- Y M- DEL SARS-CoV-2
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é Los grdficos de dispersion muestran la linea en
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1 . . t no paramétrica de Wilcoxon para muestras
® N N = N . relacionadas. p<0.05 se considera estadisticamente
Pre- Co-culture Post- Co-culture e L.
significativo

Se analizaron el sobrenadante del PRE (linfocitos estimulados) y POST (co-cultivo con las rCMSPs y
las IpMSCs) por severidad clinica y se observa disminucion significativa de las quimiocinas induci-

das por IFN tanto en el grupo de severos como en criticos por cada proteina. (Tabla 78)
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10. DISCUSION

En este estudio, observamos que las pMSCs humanas pueden disminuir significativamente in-vitro
la respuesta Th1 pro-inflamatoria frente a las proteinas S-, N- y M- del SARS-CoV-2 en pacientes con
COVID-19 severo y critico.

Si bien el efecto de los tratamientos basados en las MSCs sobre los linfocitos T no esta suficientemente
explorado para la COVID-19, hay evidencia que sugiere que las MSCs reducen la expresién de marcado-
res de activacién de linfocitos y pueden modular el perfil de citocinas y quimiocinas secretadas por las

células T activadas.

10.1 RESPUESTA CELULAR T

En los experimentos se utilizaron péptidos especificos de proteinas para determinar qué proteinas
del SARS-CoV-2 son los targets predominantes de las células T CD4+ y T CD8+ especificas del SARS-
CoV-2 generadas durante la enfermedad por COVID-19. Todos los pacientes estudiados presentan
respuesta celular T de memoria después de 6 meses desde la Ultima PCR-RT negativa realizada du-
rante la hospitalizacidn, similar a los datos de Dan et al.*’ indica un fenotipo efector/memoriay pro-
teccion a largo plazo. Asimismo, los datos de Thieme®*® y Griffoni et al.,*® muestran la dominancia de
la respuesta celular T CD4+ en comparacién con la respuesta celular T CD8+ como hemos encontra-
do en este estudio. No se observaron diferencias significativas en las frecuencias de células T CD4+y

T CD8+/CD134+ CD137+ entre los grupos de pacientes severos y criticos recuperados.

En relacidn a la respuesta celular de los linfocitos T CD4+ especificos del SARS-CoV-2, los estudios
reportados refieren que la reactividad frente a la proteina S- es de casi dos tercios de la reactividad
de linfocitos T CD4 + con muy poca reactividad frente a N y M. Nuestros datos del SARS-CoV-2 de
manera similar a Griffoni et al ** muestran que el patron de inmunodominancia en la COVID-19 es

practicamente co-dominantes a las proteina S-, N- y M- con 95%, 95% y 94% de respuesta celular T
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CD4+ especificos del SARS-CoV-2 en los pacientes convalecientes posterior a 5-6 meses (mediana
(RIQ) 162.5 dias (143.25-169.5)) desde la ultima PCR-RT negativa durante la hospitalizacién. Consi-
derando la respuesta celular de los linfocitos T CD8+ especifica del SARS-CoV-2, la proteina M- del

SARS-CoV-2 se reconocio en el 74% de los pacientes con reactividad y el 65% en N-y S-.

Tras la estimulacién con las proteinas S-, N- y M-, la secrecidn de citocinas, IL-2, IFN-y, TNF-a produ-
cidos por los linfocitos T CD4+/ T CD8+ en el sobrenadante fueron elevados estadisticamente signi-
ficativo a comparacién del control. En nuestro estudio observamos respuestas Thl predominantes
en pacientes COVID-19 convalecientes, con pocas citocinas Th2 o ninguna. Es evidente que se re-
quieren mas estudios, pero los datos en este estudio parecen representar predominantemente una

respuesta Th1 cldsica al SARS-CoV-2 similar a las de Griffoni et al.*®

También se observaron las quimiocinas inducidas por interferén CXCL9/MIG, and CXCL10/IP10,
MCP-1/CCL2 elevadas, en correlacién con la severidad de la COVID-19, similar al experimento de

Tincati et al *#

Las discrepancias en relacidn con la respuesta celular en pacientes severos y criticos recuperados
posterior a 5-6 meses (mediana (RIQ) 162.5 dias (143.25-169.5)) desde la tGltima PCR-RT negativa
con los resultados de otros estudios pueden explicarse por diferentes protocolos metodoldgicos y
diferentes poblaciones analizadas. Ademas, utilizamos los marcadores de activacién CD69, CD137 y
CD134 para la definicion de células T CD4+ y T CD8+ antigeno-especificas y la deteccidn de citocinas

en los sobrenadantes del cultivo celular relacionados con la respuesta Th1.

10.2 EFECTO INMUNOMODULADOR DE LAS IpMSCs

Por las propiedades inmunomoduladoras del tejido coridnico CD106+!y el “licenciamiento” con
IFN-y que induce la expresion IDO en las MSCs a través de la via JAK-STAT1, las IpMSCs pueden
contribuir a la inhibicion de las células inmunes activadas, incluidas las células T y otras células del

sistema inmune innato 7%

Con el co-cultivo de las IpMSCs y las rCMSPs in-vitro, en un ensayo transwell, evaluamos la modula-
cion de las citocinas IL-2, IFN-y, TNF-a, IL-1B y las quimiocinas inducidas por IFN por CBA mediante
citometria de flujo en los sobrenadantes. Las pMSCs pre-tratadas con IFN-y disminuyeron la res-
puesta celular T consistentemente en los pacientes respondedores a las proteinas S-, N- y M- del
SARS-CoV-2 (p<0.0001).
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Las MSCs expandidas ex-vivo se han infundido en varios estudios de fase | y compasivos y la in-
cidencia general es que la administracién de las MSCs parece mejorar el resultado de diferentes
cuadros como por ejemplo la enfermedad aguda del injerto contra el huésped e incluso como
hemos podido observar en algunos reportes de pacientes criticos COVID-19 que fueron dados de
alta de UCI tras algunas dosis de las MSCs.!” Un interesante pregunta es si quiza los pacientes

recuperados que presentan el sindrome post COVID-19 podrian beneficiarse.

El desarrollo de tratamientos seguros y eficaces representa una prioridad para disminuir la tasa
de mortalidad en pacientes con COVID-19 severo y critico debido a la respuesta inflamatoria no
controlada. Sin embargo, debemos ser cautos con el escenario pro-coagulante de la enfermedad?®
verificando el tipo de fuente celular que se utiliza y lo medios de cultivos apto para humanos en un

laboratorio con sala blanca certificado de buenas practicas de manufactura.

10.3 LIMITACIONES DEL ESTUDIO

En base al numero limitado de células por linfopenia de los pacientes participantes o la disponibi-
lidad inmediata de reactivos en el pico de la pandemia, no se realizaron todos los andlisis previstos

para todos los pacientes.

En el momento del inicio del estudio solo estaban disponibles 3 antigenos del SARS-CoV-2 (protei-
nas S-, N- y M-), mientras que otras 26 proteinas no se consideraron, pero tedricamente podrian

provocar respuestas inmunitarias.

Segun algunos estudios el contacto directo entre las pMSCs y las CMSPs pueden ser necesarios
para la inmunomodulacion, sin embargo, nosotros no realizamos la comparacion con el sistema
transwell. Nuestros resultados podrian estar limitados por el uso solo de las CMSPs y no de las

células dendriticas y macrdfagos para una mejor evaluacién de la capacidad inmunomoduladora.

10.4 CONCLUSIONES

En conclusion, en nuestro estudio, las IpMSCs parecen capaces de inhibir la activacién de linfocitos
T especificas del SARS-CoV-2 al disminuir las citocinas de la respuesta Th1, IL-2, IFN-y, TNF-a, IL-1B
y la produccién de quimiocinas inducidas por IFN relacionadas a la severidad de la COVID-19. Estos

datos obtenidos de un modelo in vitro practicable en un hospital general, que permite valorar en
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un contexto clinico determinado, la funcidn celular de los pacientes con diferentes grados de en-
fermedad permite evaluar de manera pre-clinica la viabilidad y funcion de la terapia celular con las

MSCs previa a su administracion.

Los datos obtenidos aportan informacion favorable para el desarrollo de una metodologia de inmu-

nomodulaciéon mediante el uso de las [pMSCs.

Los ensayos clinicos son necesarios y fundamentales para determinar la seguridad y eficacia de
terapias basadas en el secretoma de las MSCs derivadas del corion de la placenta humana y esti-
muladas con IFN-y contra la COVID-19 especialmente en pacientes criticos, graves y posiblemente

en el cuadro post-COVID-19.
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PARTE 1 Terapia Gammaglobulina IV

Estudio 1 Cohortes: ¢ Disminuye la mortalidad?

- La terapia de GGIV en pacientes post-trasplantados cardiacos con infeccion severa e HGG
se asocia a menores tasas de muerte durante el seguimiento a largo plazo en comparacién

con trasplantados no tratados con GGIV en un estudio de centro Unico.

Estudio 2 Cohortes: ¢Disminuye la tasa de reinfeccion?

- Laterapia GGIV es un factor protector significativo ante una reinfeccidn grave en pacientes
post-trasplantados de érgano sélido con infeccién severa e HGG durante el seguimiento

posterior a la infusién.

Estudio 3 Ensayo clinico: ¢ Disminuye la tasa de reinfeccion? ¢Es seguro y eficaz?

- La combinacién de GGIV y terapia antimicrobiana administrada a receptores de drganos
solidos con infeccién severa e inmunodeficiencia secundaria de anticuerpos disminuye la

tasa de episodios de reinfeccidn.

- La terapia con GGIV en combinacidn con la terapia antimicrobiana convencional es bien

tolerada y no se relaciona con eventos adversos graves.
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PARTE 2. Células mesenquimales de placenta humana

Estudio 1 Evaluacidn in-vitro {Modifica la activacion celular? ¢Disminuye el am-

biente pro- inflamatorio?

- Las IpMSCs son capaces de inhibir la activacion de los linfocitos T especificos del SARS-
CoV-2 al disminuir las citocinas de la respuesta Th1, IL-2, IFN-y, TNF-a, IL-1B y la produccion

de quimiocinas inducidas por IFN.

- Las IpMSCs puede ser una opcion terapéutica para los casos severos y criticos de COVID-19

tras la realizacién de ensayos clinicos.
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