Universidad deValladolid

TRABAJO FIN DE MASTER

“Caracterizacion del agotamiento de los
linfocitos T en pacientes con sindrome
Long COVID”

Autora: Jimena Gutiérrez Benéitez
Director: David Bernardo Ordiz

MASTER EN INVESTIGACION BIOMEDICA
CURSO 2022/2023

' =1y
INSTITUTO DE BIOLOGIa
¥ GeneTtica moLecuLar

CONSEJO SUPERIOR DE INVESTIGACIONES CIENTIFICAS




A mi tutor, David, por su cercania y confianza, y por haber sido mi estimulo
durante la redaccion de mi TFM.

A Carol, por contagiarme su pasion, acompariarme y guiarme dentro y fuera de
este trabajo.

A mis comparieros de laboratorio por acogerme de forma inmejorable durante
estos meses.

A mi madre, pareja y amigos por su apoyo incondicional.



INDICE

1.
2,
3.

4,

5.

6.
7.
8.

ABREVIATURAS..... oot rrrces s s s s s s s s ssmns s s e s s nmn s e s e s e e mmnnnnnnens 1
RESUMEN ... s s e s s e s e s s s s s s mmn e s e s e e mn s s s e e e nmnn s s erennnn 2
130T 0100 od [0 ] [N 3
3.1. Long COVID: definicién, sintomatologia y mecanismos..........cccccccuriiunnee 3
3.2. Hipotesis de trabajo .........ccceciiimmimmriininiirrr 5
3.3, ODJELIVOS ...eeeeiiiiiiiiiceetrr e ————— 5
MATERIAL Y METODOS ......oooiiieceresesesessssssssssessssasssssssssssssssssssssssssssnes 6
4.1. Reactivos, soluciones y estimulos...........ccccvemmmriiiiniinnemnns e, 6
L 2 o 1T Yo = 6
4.3. Demografia y pacientes a estudio. .........ccoevmmrmiiinniins 7
44. Obtencidon y procesamiento de las muestras...........cccccrrrrrrninisissnnnneeennnnn, 7
4.5. Enriquecimiento de linfoCitos T........cccccoieciiinmnnneee e 7
4.6. Preparacion de las condiciones de la placa........cccccccmmmmmmmmmemecmmmceeecceneees 8
L S O 1 1o e 8
4.8. Citometria espectral.........cccccooiiiriiirrirsiisssisnn e 9
4.9. Tratamiento de datos ........ccccccicirriiririrrcrrsr s 10
4.10. Analisis estadiStiCo .......ccccvriiriirricrrrrrrr e 10
RESULTADOS ... oo eeirieeecss s s s rressss s s s s s nms s s s s e smnn s s e s s nnn s s s e e e s nmansnnsnnes 13
5.1. Ausencia de diferencias en los niveles circulantes de linfocitos T de
los pacientes con Long COVID ...........cccivmmmmmmiinsssnrs s sssnns 13
5.2. Ausencia de diferencias fenotipicas en los linfocitos T circulantes de
los pacientes con Long COVID ...........ccccvimmmmmmmnnssssnns s 13
5.3. Optimizacion de un protocolo de estimulacién exvivo. .........ccccceeeaau..eee. 13
5.3.1. DONANES SANOS ...t e e e e e ees 13
5.3.2. Caracterizacion de la respuesta funcional en pacientes control....................... 14
5.3.3. Caracterizacion de la respuesta funcional en pacientes con Long COVID. .....15
5.4. Analisis de 108 ratios.......ccccccommmmmmmmm e 16
(0] KT o U< [0 ] [ 24
CONCLUSIONES ....... .o s rrseas s e s s s s e s s s nm s s s e s e nmna s a s s e ennnnn 26
BIBLIOGRAFIA ...ttt s e e e sassss s sssssesssssss s s s s s e assnssssnea 27



. ABREVIATURAS

BSA, seroalbumina bovina.

CMSP, células mononucleares de sangre periférica.
COVID-19, coronavirus 2019.

DMSO, dimetilsulféxido.

EDTA, acido etilendiaminotetraacético disddico.
FBS, suero fetal bovino.

H, hemaglutinina.

N, neuraminidasa.

NS, no estimulado.

OMS, Organizacion Mundial de la Salud.
PBS, Tampon fosfato salino.

PFA, paraformaldehido.

Proteina S, proteina Spike.

SARS-Cov-2, Severe Acute Respiratory Sindrome Coronavirus-2.
UCI, Unidad de Cuidados Intensivos.



2. RESUMEN

El Long COVID es la condicion que ocurre en individuos con antecedentes de
infeccién probable o confirmada por SARS-CoV-2, generalmente 3 meses
después del inicio, con sintomas que duran al menos 2 meses y no pueden
explicarse con un diagndstico alternativo. Estudios previos habian revelado que
estos pacientes presentaban una mayor pérdida de la memoria inmunolégica
que aquellos con COVID sin sintomatologia Long COVID, pese a no haber
diferencias inmunoldgicas significativas entre ambos. Por ello, nos planteamos
que los pacientes Long COVID presentaban un perfil de linfocitos T exhaustos.
Para comprobarlo se estudio el fenotipo, funcién y estado de agotamiento en 11
poblaciones de linfocitos T en pacientes con y sin Long COVID mediante
citometria espectral, observando que no existian diferencias entre ellas.
Ademas, se determind la respuesta inmunolégica frente a antigenos policlonales
especificos e inespecificos de cada cohorte, asi como la magnitud de la
respuesta que se establecia entre ambas. Se concluyo que los linfocitos T de los
pacientes con y sin Long COVID mostraban niveles similares de agotamiento en
respuesta a estimulos de COVID, y en menor medida de Influenza, aunque sin
encontrarse diferencias entre cohortes. Esto pone de manifiesto la naturaleza
persistente de los cambios producidos por COVID-19 en el sistema inmune
adaptativo y abre el camino a futuras investigaciones para determinar si este
agotamiento proviene de un fendmeno de memoria o es innato de los péptidos
S del virus.

Palabras clave: SARS-Cov-2, COVID persistente, Citometria espectral,
Agotamiento de linfocitos T.

ABSTRACT

Long COVID is defined as the continuation or development of new symptoms 3
months after the initial SARS-CoV-2 infection, with these symptoms lasting for at
least 2 months with no other explanation. Previous studies had revealed that
these patients display a quicker loose of the immune memory referred to patients
without Long COVID symptomatology, despite not being significant immunologic
differences between them. Therefore, we hypothesize that Long COVID patients
display a T-cell exhaustion phenotype. To address that, we studied the
phenotype, function, and exhaustion status of 11 T-cells subsets in both cohorts
by spectral cytometry, and there were no differences between them. In addition,
the immune response against specific and non-specific polyclonal antigens in
each cohort was determined and the existence of differences in magnitude
between both cohorts was studied. As a conclusion, the levels of T lymphocytes
exhaustion were similar comparing patients with and without Long COVID when
stimulated with COVID and to a lesser extent with Influenza. Nevertheless, there
were no differences between both cohorts. This highlights the persistent nature
of the changes produced by COVID-19 in the adaptive immune system and
opens the way for future research to determine whether this depletion stems from
a memory phenomenon or is innate to the virus S-peptides.

Key words: SARS-Cov-2, long-COVID, Spectral cytometry, T-cell Exhaustion



3. INTRODUCCION

3.1.  Long COVID: definicién, sintomatologia y mecanismos.

El virus del SARS-CoV-2 (sindrome respiratorio agudo severo coronavirus 2)
surgio por primera vez en diciembre de 2019 en la ciudad de Wuhan (China)™.
A pesar de los esfuerzos realizados para contenerlo, su rapida expansion
provocd que se declarara en marzo de 2020 una pandemia global por
enfermedad por coronavirus 2019 (COVID-19) que se estima que hasta el
momento ha registrado alrededor de 768 millones de contagios y 15 millones de
muertes en el mundo segun la OMS.

No obstante, la mayor parte de la poblacién era asintomatica o experimento
sintomas de leves a moderados siendo la fiebre, la tos, la disnea, la afectacion
musculoesquelética y la fatiga los mas cominmente reportados®; mientras que,
aproximadamente un 15% necesitaron hospitalizacion y un 5% resultaron
gravemente enfermos®.

Esta situacion se vio mejorada con la llegada de las vacunas ya que fueron
altamente eficaces frente a la infeccién por SARS-CoV-2 tanto en la poblacién
general con la pauta de vacunacion completa® como en pacientes con
enfermedades autoinmunes®).

No obstante, aunque la mayoria de la poblacion consiguié recuperarse por
completo, existe un grupo de personas que continua sufriendo una serie de
sintomas largo tiempo después de la infeccion por COVID-19 que diferian de las
caracteristicas epidemioldgicas inicialmente propuestas desde Wuhan®).

Estos pacientes llevaron a cabo tareas de visibilizacién de su condiciéon que no
fueron tenidas en cuenta inicialmente por las organizaciones sanitarias(”). Sin
embargo, pronto se hizo patente la necesidad de definir a este nuevo grupo
poblacional para su estudio. Esto motivé que mediante el proceso Delphi, llevado
a cabo en Ginebra en 2021 con la participacién de médicos e investigadores y
coordinado por la OMS, se llegara a un consenso sobre su definicion(®).

Segun esto, la OMS describio la primera definicién clinica completa y oficial de
la enfermedad pos-COVID-19, también denominada COVID persistente o
Long COVID: “Es la condicion que ocurre en individuos con antecedentes de
infeccion probable o confirmada por SARS-CoV-2, generalmente 3 meses
después del inicio, con sinfomas que duran al menos 2 meses y no pueden
explicarse con un diagnadstico alternativo. Los sintomas comunes incluyen, entre
otros, fatiga, dificultad para respirar y disfuncion cognitiva, y generalmente tienen
un impacto en el funcionamiento diario. Los sinfomas pueden ser de nueva
aparicion después de la recuperacion inicial de un episodio agudo de COVID-19
o persistir desde la enfermedad inicial. Los sintomas también pueden fluctuar o
recaer con el tiempo” ®),

Varios estudios sugieren que alrededor de un 60% de los pacientes recuperados
de infeccion aguda por COVID-19, tanto con aislamiento domiciliario® como con
ingreso hospitalario®, presentaban uno o mas sintomas persistentes de



COVID-19, siendo los mas frecuentes la debilidad, el malestar general, la fatiga
y la disnea® sumados a trastornos psicologicos, todos ellos de mayor gravedad
en los pacientes que habian sido ingresados en UCI("0),

Por ello, nos planteamos ahora las causas de estas diferencias en la
sintomatologia y gravedad presentadas por la poblacién tras la infeccién por
COVID-19. Por una parte, se han encontrado evidencias de factores de riesgo
que determinan el desarrollo de sintomas post-COVID como son el sexo
femenino, las infecciones agudas graves y la presencia de enfermedades
comorbidas("). Por otra parte, actualmente se plantea que la causa de estas
diferencias se basa en una infeccién conjunta de SARS-CoV-2 y otros patégenos
intracelulares que pueden inducir disfunciones en las células inmunes como el
agotamiento de los linfocitos T('2),

En cuanto a la influencia de la vacunacién, hay estudios que demuestran que
cuando es anterior a la infeccidon por SARS-CoV-2, muestra una reduccion
significativa en la incidencia por Long COVID al prevenir la infeccion inicial(3: 14),
De igual forma, el desarrollo de Long COVID se ha visto influenciado por la
variante de SARS-CoV-2 y el nivel y tiempo desde la vacunacion('®). Asimismo,
hay diferencias entre pacientes que ya presentan sintomatologia de Long
COVID, encontrando la misma proporcion de casos en los que se reduce la
gravedad de los sintomas desde la primera dosis('® (hecho que anima a estos
pacientes a la vacunacion) que en los que se da un empeoramiento; mientras
que la mayoria de los pacientes no experimenta diferencias(!4 19).

Por otra parte, las reinfecciones son cada vez mas frecuentes y con ellas se
aumentan los riesgos de muerte, hospitalizacion y desarrollo de secuelas de
Long COVID tras la segunda y tercera reinfeccion, incluso en personas doble y
triplemente vacunadas('”).

Los mecanismos que pueden contribuir a la fisiopatologia del Long COVID no
estan claros. Se han propuesto dos mecanismos principales basados en los dos
perfiles que se distinguen a nivel clinico para Long COVID: perfil inflamatorio
(disminucion de T CD4* y aumento de T CD8%) y perfil inmunitario (aumento de
T CD4*y T CD8*)(18).

El mecanismo de hiperinflamacion cronica se basa en que el virus desencadena
en el pulmén una cascada de citocinas que puede producir dafos a nivel
pulmonar, cardiaco y neuroldgico!'®). ElI mecanismo autoinmune plantea la
existencia de autoanticuerpos contra las proteinas inmunomoduladoras que
alteran la respuesta inmune dificultando la contencion del virus(19).

Ademas, se han propuesto otros mecanismos como son la disfuncién
autonomica mediada por el virus o la continuidad del virus en el organismo
debido a una baja respuesta inmune, reinfecciones u otras causas como son las
alteraciones en la microbiota intestinal(®. La disbiosis intestinal se ha
demostrado que esta involucrada tanto en la magnitud de la gravedad por
COVID-19¢% como en la sintomatologia presentada en Long COVID?").



Puesto que todos estos mecanismos tienen en comun los desordenes
subyacentes del sistema inmune, en estudios previos realizados en nuestro
laboratorio se caracterizd6 el inmunoma de pacientes Long COVID frente a
pacientes COVID que no presentaban sintomas de Long COVID, y se concluyo
que, pese a no existir diferencias inmunoldgicas significativas entre ambas
cohortes, habia una mayor pérdida de la memoria inmunoldgica en los pacientes
que sufrian de Long COVID®2),

Esta observacion se podria explicar por la presencia en estos pacientes de
linfocitos T con un perfil exhausto o agotado caracterizado por la pérdida
jerarquica de funciones efectoras y propiedades de memoria en estas células, la
expresion de receptores inhibitorios, la disminucién en la proliferacion y el uso
alterado de los factores de transcripcion; todo ello en respuesta a antigenos
persistentes y sefiales inflamatorias tras infecciones como el COVID-19(2%),

Este agotamiento de los linfocitos T CD4* y CD8" estaria involucrado en la
mortalidad por COVID-19 puesto que desencadena un control ineficiente de las
infecciones por otros patdégenos. Esto es debido a que un segundo patégeno
podria inducir el agotamiento acelerado de las células T causando una respuesta
insuficiente del sistema inmune frente a él(?%).

En este contexto, el presente trabajo se centra en el estudio del fenotipo de
los linfocitos T en pacientes con y sin Long COVID, asi como en la
caracterizacion funcional de su respuesta a diferentes estimulos. Por una
parte, como estimulo policlonal inespecifico se utiliza anti-CD3/CD28, ejerciendo
ademas como control positivo debido a su elevada accion estimulante. Por otra
parte, como estimulos especificos se utilizan virus respiratorios de COVID e
Influenza. Pese a pertenecer a familias distintas, ambos presentan similitudes en
cuanto a morfologia, ruta de infeccién, modo y capacidad de transmision y
sintomatologia®®). Por ello, la utilizacion de ambos virus sirve para comprobar si
la respuesta a la estimulacion es COVID especifica.

3.2. Hipotesis de trabajo

La hipdtesis de trabajo que se plantea es que los pacientes que sufren Long
COVID presentan un perfil de linfocitos T exhaustos (referido frente a los
pacientes que no han desarrollado este sindrome) que explicaria la mayor
pérdida de memoria humoral y celular observada en estos pacientes.

3.3. Objetivos
Para comprobar dicha hipétesis, se marcaron los siguientes objetivos para este
trabajo:

e Estudiar el fenotipo, funcion y estado de agotamiento de las diversas
poblaciones de linfocitos T en controles y en pacientes que han
desarrollado Long COVID.

e Determinar, en ambas poblaciones a estudio, la respuesta inmunoldgica
que se establece frente a antigenos policlonales inespecificos (anti-
CD3/CD28) y antigenos especificos (COVID e Influenza).

e Determinar si existen diferencias en la magnitud de respuesta
inmunoldgica en distintas condiciones de estimulacién entre ambas
cohortes.



4. MATERIAL Y METODOS

4.1. Reactivos, soluciones y estimulos

Tabla 1. Lista de reactivos utilizados, junto a su casa comercial.

Reactivos

Casa comercial

PBS: Phosphate Buffered Saline 1x 0,0067 M

Cytiva Hyclone

AIM-V: Serum Free Medium 1x Gibco
EDTA: Acido etilendiaminotetraacético disédico Sigma-Aldrich
BSA: Bovine Serum Albumin Fraction V Ig free Gibco

DMSO: Dimetilsulféxido

MP Biomedicals

Pan T Cell Isolation Kit human

Miltenyi Biotec

Catch Reagent (IL4+1L10+IFNg), human

Miltenyi Biotec

Human BD Fc Block™ (0,5 mg/ml)

BD Biosciences

PFA: Paraformaldehido 10% Protocol
FBS: Suero fetal bovino Gibco
Ficoll-Paque™ PLUS Cytiva

Tabla 2. Lista de soluciones empleadas, junto a su composicion.

Soluciones Composicién
MACS Buffer 2 Mm EDTA + 0,5% BSA en PBS
PFA Al 0,8% en PBS
Medio de congelacion 90% FBS + 10% DMSO

Tabla 3. Lista de estimulos (anticuerpos) utilizados, junto a su casa comercial.

Estimulos Casa comercial
Ultra-LEAF™ Purified anti-human CD3 BioLegend
Anti-human CD28 mAb MABTECH
PepPool SARS-CoV-2 MABTECH
PepMix™ Influenza A (HA/California (H1N1)) JPT Peptide Technologies

PepMix™ Influenza A (HA/Peth (H3N2))

JPT Peptide Technologies

4.2. Equipos

Tabla 4. Lista de equipos de laboratorio utilizados, junto a su casa comercial.

Equipo Casa comercial
Citémetro Spectral Aurora 5 Iaseres Cytek
Centrifuga 5424 R Eppendorf

Centrifuga GT 2R Fisher Brand

Agitador tipo vértex Heidolph Reax Top
Baro térmico Wendigen w6

Campana de flujo Thermo Scientific™
Incubador Fisher Brand

Ultracongelador serie TSX

Thermo Scientific™

Sistema de almacenamiento de
muestras CryoPlus™

Thermo Scientific™




4.3. Demografia y pacientes a estudio.
En este estudio, se han analizado muestras bioldgicas de 3 cohortes: cohorte
Long COVID, cohorte control y donantes sanos.

La cohorte Long COVID estaba constituida por 19 pacientes adultos, que
habian sido diagnosticados de Long COVID. Entre ellos, 16 eran mujeres y 3
eran hombres, con una edad media de 44,4 afios y un tiempo medio desde
primoinfeccion hasta la recogida de muestra de 496 dias. Esta cohorte ya habia
sido utilizada en estudios previos de determinacion de memoria humoral, celular
e inmunofenotipaje de las poblaciones celulares?® cuyos resultados sentaron
las bases del actual estudio. Para ello, se contaba con duplicados de los viales
cripreservados para cada paciente.

La cohorte control consistia en 22 pacientes adultos y diagnosticados de haber
sufrido infeccidon por SARS-Cov-2 pero que no presentaban, en el momento del
estudio, sintomatologia compatible con Long COVID. De estos, 16 eran mujeres
y 6 eran hombres, con una edad media de 45,5 afios y un tiempo medio desde
primoinfeccion hasta la recogida de muestra de 630 dias estando por tanto
pareada en género, edad y tiempo desde primoinfeccidn con la cohorte a estudio.

Por otro lado, las 8 muestras de sangre periférica procedentes de donantes
sanos se obtuvieron a partir de “buffy coats” proporcionados por el Centro de
Hemoterapia y Hemodonacién de Castilla y Ledn.

En todos los casos, la presencia de patologias previas conocidas de tipo
inflamatorio, neoplasicas malignas y autoinmunes, asi como el tratamiento con
farmacos inmunosupresores fueron criterios de exclusion en ambas cohortes.

4.4. Obtenciény procesamiento de las muestras

Las muestras utilizadas en este estudio habian sido previamente preparadas en
crioviales y preservadas en nitrégeno liquido hasta su utilizacion®?. Brevemente,
se extrajeron las células mononucleares de sangre periférica (CMSP) a partir de
muestras de sangre en heparina-litio mediante Cytiva Ficoll-Paque™ PLUS.

4.5. Enriquecimiento de linfocitos T

Se procediod a enriquecer los linfocitos T de las muestras a estudio. Para ello, se
descongelaron y prepararon las células para ser incubadas con el kit Pan T Cell
Isolation Kit human consistente, en primer lugar, en un T-cell biotin-Antibody
Cocktail que se une selectivamente al resto de células que no son linfocitos T; y
en segundo, en un T Cell MicroBead Cocktail, responsable de la union a las
células marcadas con los anticuerpos para conferirles propiedades magnéticas
que son la base de la posterior separacion.

La suspension celular se pasé por una columna LS (Miltenyi biotec) acoplada a
iman (Quadro MACS Miltenyi biotec) que habia sido previamente acondicionada
utilizando tampén MACS. La capacidad maxima de cada columna es de 10
millones de células, por tanto, es necesario un contaje previo y el reparto en
varias columnas si procede. Tras el paso por la columna, se consigue la
eliminacién de las células marcadas ya que se quedan retenidas debido a sus
propiedades magnéticas; y la elucion de las células de interés, los linfocitos T



totales enriquecidos. En todos los casos se sigui6 el flujo de trabajo establecido
por el fabricante confirmando que la pureza final de linfocitos T era superior al
95% (datos no mostrados).

4.6. Preparacion de las condiciones de la placa

Una vez enriquecidos, los linfocitos T se cultivaron ex-vivo en 4 condiciones por
muestra: NS (no estimulado), anti-CD3/CD28 como estimulo policlonal
inespecifico, y COVID e Influenza como estimulos especificos para determinar
el tipo de respuesta que establecian los linfocitos de las 2 cohortes a estudio.

El pool de péptidos de SARS-CoV-2 utilizado contiene 166 péptidos del virus
SARS-CoV-2 humano. Estos péptidos, de 15 aminoacidos de longitud, cubren el
dominio S1 de la proteina spike (S) del virus de forma solapante con 11
aminoacidos de separacion. La utilizacion de la proteina S como diana de la
respuesta inmune se debe a que se ha observado una gran respuesta de las
células T ayudantes y citotoxicas a esta proteina?®) que podria venir determinada
por su gran tamario o su alto nivel de expresion®”). De forma que, si hay clones
que reconocen los epitopos de la proteina S, se van a activar, induciendo asi la
secrecion de citocinas a partir de células T humanas antigeno-especificas.

Para la estimulacién con Influenza, se ha empleado una mezcla de dos pools de
péptidos que actuan sobre las proteinas de superficie hemaglutinina (H) y
neuraminidasa (N) de los dos subtipos de virus de influenza A que circulan en la
actualidad de forma mas habitual entre la poblacion: HA (H1N1) y HA (H3N2)29),
Cada pool contenia 61 péptidos de 15 aminoacidos de longitud que abarcan la
secuencia completa de dichas proteinas con un solapamiento de 11 aminoacidos
entre péptidos adyacentes.

Para ello, en todos los casos, y tras enriquecer los linfocitos T, se procedio al
contaje celular y al sembrado de 200.000 células/pocillo por muestra y condicién
en una placa Petri de 96 pocillos (Corning). Para la condicion anti-CD3/CD28 se
incubaron los pocillos toda la noche a 4°C con anti-CD3 (10 ug/ml) previo a
afiadir anti-CD28 (1 ug/ml). Por su parte, los estimulos con péptidos de COVID
e Influenza se realizaron a una concentracién de 1 ug/ml. Las células se
incubaron durante 18 horas a 37°C en un incubador (95% CO>) antes de su
recuperacion y posterior analisis.

4.7. Tincidon

Tras finalizar el cultivo, se recogieron los sobrenadantes (que fueron
criopreservados) y las células de la placa. Estas ultimas se transfirieron a tubos
de citometria (5 mL, Falcon-A Coming Brand) donde se afiadieron 50 ul/tubo de
una mix de Catch Reagent (3:22 en AIM-V) y se incubaron durante 10 minutos a
4°C. Este paso facilita la deteccidn de las citocinas a estudio en ausencia de una
tincion intracelular. Posteriormente, se afiadieron 100 ul de AIM-V/tubo y se
volvieron a incubar durante 90 min a 37°C en un incubador (95% CO>).

Una vez finalizada la incubacién, se procedié a realizar la tincidn con los
anticuerpos descritos en la Tabla 5. En primer lugar, se anadieron 5 ul de solucién
de viabilidad (Viability Blue, dilucion 1:40 en PBS) como marcador que identifica



las células muertas y se incuba (15 minutos, temperatura ambiente, oscuridad).
Se lavaron afiadiendo 1 ml de Wash Buffer y centrifugando (500 g, 5 min, 4°C).

A continuacién, se retir6 el sobrenadante y se bloquearon las uniones
inespecificas antigeno-anticuerpo mediante la adicién de 2 ul de Fc Block
(dilucion 1:50 en Wash Buffer). Se incubaron (10 minutos, temperatura ambiente,
oscuridad) y se realizd otro lavado en las mismas condiciones para eliminar el
exceso de Fc Block.

Tras el lavado, se retir6 nuevamente el sobrenadante y se afiadieron 100 pul/tubo
de una mix de anticuerpos preparada segun la dilucion en Wash Buffer que se
especifica en la Tabla 5. Se incubaron (20 minutos a 4°C) y se realiz6 otro ciclo
de lavado anadiendo 1 ml de Wash Buffer, centrifugando (500 g, 5 min, 4°C) y
retirando el sobrenadante.

Por ultimo, se afadié paraformaldehido (PFA) al 0,8% para llevar a cabo la
fijacion (10 minutos a 4°C). Finalmente, las células se lavaron como se ha
descrito anteriormente y se preservaron en un volumen minimo de 500 ul a 4°C
para realizar la adquisicion en el citbmetro en un plazo maximo de 24 horas.

4.8. Citometria espectral
Tabla 5. Panel de tincion para ensayos de agotamiento de linfocitos T.

o Sy Casa A
Fluorocromo Especificidad Dilucion comercial Propésito
-3 PerCP CD45 10/421 BioLegend Leucocitos
©
A= CFluor YG584 CD4 2/421 Cytek Células T Helpers
()
© BD . e
? BUV805 CD8 5/842 Biosciences Células T Citotoxicas
o . — r
° BD Diferenciacion de células T
w BUV395 CD4SRA 5/421 Biosciences naive y de memoria
e Diferenciacion de células T
g BVv421 CCR7 20/421 BioLegend de memoria central y
efectora
BV711 CTLA4 1/50 BioLegend
7 BD
% BV480 LAG-3 1/50 Biosciences Marcadores de
15 BV650 TIM-3 1/50 BioLegend agotamiento
o
g BV785 PD-1 20/421 BioLegend
(=t
8 PE-Cy7 CD69 1/800 BioLegend Marcador de activacion
b . .
3 PE IL-4 1/50 Miltenyi
8 B'lotec_ _ y
= APC IL-10 1/50 Miltenyi Perfil de_pro_ducmon de
s Biotec citocinas
Miltenyi
FITC IFN y 1/50 Biotec
Thermo
LIVE/DEAD Fixable Blue Dead 1/40 Fisher Viabilidad
Scientific




La caracterizacion de las muestras se llevd a cabo mediante citometria espectral
en un equipo CyTek Aurora de 5 Iaseres, utilizando un panel de agotamiento de
linfocitos T. Se trata de un panel de 14 marcadores (Tabla 5) creado para la
identificacién de las 11 poblaciones de linfocitos T presentes en las CMSP y la
medicion de su estado de agotamiento, nivel de activacién y produccién de
citocinas.

4.9. Tratamiento de datos

El analisis de los datos y la caracterizacion del perfil linfocitario se llevé a cabo
utilizando la plataforma OMIQ Data Science (© Omiq, Inc. 2023). En ella se
definio la estrategia de identificacion (Figura 1) que, tras eliminar a las células
muertas y los dobletes, permite identificar al total de linfocitos T.

A su vez, y dentro de ellos, se pueden identificar 11 poblaciones totales de
linfocitos T: CD4* totales, CD4 naive (CD4*CCR7*CD45RA*), CD4 Effector
memory (CD4*CCR7-CD45RA"), CD4 Central memory (CD4*CCR7*CD45RA"),
CD8" totales, CD8 naive (CD8*CCR7*CD45RA**), CD8 Effector memory
(CD8*CCR7-CD45RA"), CD8 Central memory (CD8*CCR7*CD45RA"), CD8
Terminal effector (CD8*CCR7-CD45RA*"), CD4CD8 totales y CD4*CD8*
totales.

Finalmente, y dentro de cada una de las 11 poblaciones a estudio, se definieron
los niveles de expresion de los marcadores de agotamiento (CTLA-4, LAG-3,
TIM-3 y PD-1), activacion (CD69) y produccion de citocinas (IFN v, IL-4 e IL-10).

En la Figura 2 se muestra un ejemplo de identificacién de los niveles de
expresion los 8 marcadores a estudio dentro del total de los linfocitos T CD4".

4.10. Analisis estadistico

El analisis estadistico se realizo utilizando el programa GraphPad Prism 9.5.1
528 mediante T-Test no pareado para la comparacion de las poblaciones y los
marcadores en estado basal entre cohortes (Figura 3 y Figura 4,
respectivamente), T-Test pareado para la comparacion de los marcadores en
estado basal y con estimulo en donantes sanos (Figura 5), ANOVA de una via
de muestras pareadas para la comparacién de los marcadores en estado basal
con los estimulados para cada una de las cohortes (Figura 6 y Figura 7), y
ANOVA de dos vias para la comparacién de los ratios estimulo/basal de las
cohortes control y Long COVID (Figura 8). El nivel de significacion estadistica
utilizado en todos casos fue de p<0,05.
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5. RESULTADOS

5.1. Ausencia de diferencias en los niveles circulantes de linfocitos T de los
pacientes con Long COVID

En primer lugar, se realiz6 un estudio de los niveles de expresion de las
diferentes poblaciones identificadas mediante la estrategia de identificacidon
(Figura 1) tanto en pacientes control como en Long COVID, en condiciones de
no estimulacién. Se observa que no existe diferencia en los niveles circulantes
de las diversas sub-poblaciones de linfocitos T entre ambas cohortes (Figura 3)
(algo previamente sugerido por investigaciones anteriores de nuestro grupo??).

5.2. Ausencia de diferencias fenotipicas en los linfocitos T circulantes de los
pacientes con Long COVID

Dado que no habia diferencias en los niveles circulantes de las diversas

poblaciones de linfocitos T entre ambas cohortes, lo siguiente que se realiz6 fue

determinar los niveles de expresion, para cada poblacion a estudio, de los

marcadores de senescencia, activacion y produccion de citocinas.

Con el objetivo de simplificar los resultados obtenidos, unicamente se muestran
los niveles de expresidon de los 8 marcadores a estudio en las 4 poblaciones
principales: CD4*, CD8*, CD4CD8 y CD4*CD8" (Figura 4) demostrandose
como, de forma general no existen diferencias fenotipicas en estado de
agotamiento, activacion o produccion de citocinas de forma basal entre pacientes
con Long COVID y el grupo control.

Un analisis mas en profundidad en el resto de las poblaciones de linfocitos T
demostré la ausencia de diferencias significativas entre ambas cohortes con la
excepcion de LAG-3 que estaba ligeramente aumentado en los linfocitos T CD4*
(p-valor = 0,0473) y T CD4 naive (p-valor = 0,0241), e IFN y, que estaba
disminuido en los linfocitos CD4*CD8" (p-valor = 0,0113) de los pacientes Long
COVID.

5.3. Optimizacién de un protocolo de estimulacidén exvivo.

Tras haber realizado los analisis en condiciones basales y habiendo confirmado
la ausencia de diferencias no sélo en la distribucién de las poblaciones celulares
(Figura 3), en concordancia con las observaciones previas realizadas por nuestro
grupo, sino tampoco en su estado de activacion (Figura 4), se procedio a evaluar
la presencia de diferencias no tanto fenotipicas sino funcionales entre ambas
cohortes.

Para tal fin, los linfocitos T de los pacientes control y Long COVID fueron
estimulados en presencia de diversos estimulos de activacion, incluyendo
estimulos poli-clonales inespecificos (antiCD3/CD28) y estimulos especificos
(COVID e Influenza).

5.3.1. Donantes sanos

Previo a realizar dichos experimentos, se procedié a establecer el modelo de
cultivo. Para ello se sometid a los linfocitos T procedentes de alicuotas
criopreservadas de CMSP de donantes sanos a estimulaciéon mediante anti-
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CD3/CD28 y se comparo la expresion de los marcadores en estimulacién (control
positivo) frente a condiciones basales (control negativo).

Como se ve en la Figura 5, todas las poblaciones de linfocitos aumentan la
expresion de CD69 en respuesta a un estimulo policlonal e inespecifico, asi
como la expresion de IFN y e IL-10 en los linfocitos T CD4" totales, CD8" totales
y CD4*CD8" confirmando, por tanto, la respuesta de los linfocitos en presencia
de un estimulo.

5.3.2. Caracterizacion de la respuesta funcional en pacientes control.

Tras haber puesto a punto el modelo de cultivo, se evalué la respuesta que el
grupo control (pacientes post-COVID sin Long COVID) establecian frente a un
estimulo policlonal y 2 estimulos especificos, uno frente a la proteina S del
SARS-CoV-2 y otro frente a las proteinas HIN1 y H3N2 del virus de la Influenza
(Figura 6).

Relativo a los marcadores de agotamiento, encontramos como LAG-3
aumentaba su expresion en respuesta a los estimulos de COVID en las
principales poblaciones, respondiendo en menor medida en las poblaciones
CD8*, CD4CD8 y CD4*CD8" para Influenza. Por su parte, TIM-3 también
aumento su expresion en las 4 poblaciones principales en respuesta a COVID,
y en menor medida en los linfocitos dobles positivos y dobles negativos en
respuesta a influenza. Un perfil similar mostré PD-1, que también aumento su
expresion en todas las poblaciones en respuesta a COVID y en menor medida
(restringido a los linfocitos T CD8" y CD4*CD8*) en respuesta a influenza.
Finalmente, CTLA-4 aumentd su expresion en todas las poblaciones en
respuesta a COVID, pero no asi a Influenza (Figura 6).

Por su parte, el marcador de activacion CD69 aumentd su expresion en todas
las poblaciones en respuesta a un estimulo policlonal (anti-CD3/antiCD28) pero
no asi en respuesta a los estimulos de COVID e influenza.

Por ultimo, en los marcadores de producciéon de citocinas se observo un perfil
mas variado que va a diferir en funcion de cada marcador. En cuanto a IFN v,
aumentd en respuesta a los estimulos de COVID en tres poblaciones (CD4*, CD8*
y CD4-CD8") que difieren en una de ellas de las tres estimuladas en menor
medida por Influenza (CD8*, CD4-CD8 y CD4*CD8"). Por su parte, IL-4 aumento
su expresion en las poblaciones CD4*, CD8" y CD4*CD8" en respuesta a
estimulos de COVID; y, solamente y en menor medida a estimulos de Influenza
en CD4*CD8*. Por el contrario, con IL-10 se observa un aumento de expresién
con CD3CD28 de todas las poblaciones; y, unicamente de CD8*, en respuesta a
estimulos de COVID.

Dicho esto, en la Tabla 6 se muestra un analisis mas en profundidad de todas las
poblaciones de linfocitos T estudiadas, centrandonos en la respuesta que se
establece a estimulos de COVID, referido siempre al cultivo basal. Como se
puede observar, y de forma general, practicamente todas las poblaciones
(excepto las CD8 Terminal effector) muestran un aumento de sus niveles de
agotamiento en respuesta a estimulos de COVID; mientras que unicamente se
mostré activacion de los linfocitos T CD8 naive. Ademas, el tipo de respuesta
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inmune que se establecié tras la estimulacién por COVID fue de tipo mixto
generando tanto citocinas de tipo Th1 (IFN y) como de tipo Th2 (IL-4).

Tabla 6. P-valores obtenidos para la expresién de los marcadores en las 11 poblaciones de
pacientes control mediante ANOVA de una via comparando los resultados de estimulacion por
COVID con los de estado basal donde ns indica no significativo, *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001;
***%»<0,0001. La flecha 7 indica que el sentido del cambio es en aumento para la condicién de
estimulacion frente a la basal.

MARCADORES

POBLACIONES | LAG-3 TIM-3 CTLA-4 PD-1 CD69 IFN y IL-4 IL-10
cD4* T *kkk T *kkk T *kkk T *kk ns T * T *%* ns
CD4 naive Powswr | Powwwx | poaee | owee ns A 2w ns
Effect(g-Dr:emory ns T ns T ns T T ns
Centracl:?r:‘emory T I T I T e ns A wwx A owwn ns
cDs* T *kk T *kkk T *kkk T *kk ns T * T *kk T *
CDS8 naive Powswn | Powwwe | e | oeee A A e ns
Effect(g-Dns]emory T ns T ns ns ns T ns
Centr;:lDrgemory T I T I T ns Ao A owwn ns
Termin(;?gffector ns ns ns ns ns ns T ns
CD4-CD8 T B N I N S ns e ns ns
CcD4*CD8* o 2w A 2w ns ns A ns

5.3.3. Caracterizacion de la respuesta funcional en pacientes con Long COVID.
De forma similar a la seccion previa, se observo que, en general, los linfocitos T
de los pacientes Long COVID mostraban el mismo tipo de respuesta funcional
que la cohorte control.

Por una parte, los marcadores de agotamiento LAG-3, TIM-3 y PD-1
presentaron el mismo patrén ya que todos se encontraban aumentados en las 4
poblaciones frente a estimulos de COVID, y en menor medida en CD8" y CD4-
CD8 tras estimularse con Influenza. El aumento de CTLA-4, al igual que en los
pacientes control, es COVID especifico en las 4 poblaciones. Aunque en este
caso, en CD4" también se ve aumentado al estimular con CD3CD28.

Por otra parte, el marcador de activaciéon rapida CD69 aumentd su expresion
de forma estadisticamente significativa en todas las poblaciones en respuesta al
estimulo poli-clonal, pero no hay aumento en ninguna poblacion frente a los
estimulos monoclonales. Este hecho ya se observaba en los pacientes control.

Por ultimo, en los marcadores de produccion de citoquinas se comprueba
nuevamente como hay cierta similitud entre ambas cohortes. IFN y aumenté
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solamente su expresion frente a COVID en dos de las tres poblaciones en las que
lo hacia en los controles (CD4" y CD4°CD8"), mientras que vio reducida su
expresion frente a Influenza debido a que estimula sélo y en menor medida a
CD4CD8. IL-4 también aumentd su expresion en las poblaciones CD4*, CD8" y
CD4*CD8" en respuesta a estimulos de COVID, pero no de Influenza. Con IL-10
la expresion es similar: aumenté su expresion con CD3CD28 de todas las
poblaciones y con COVID en CD8".

Partiendo de estos resultados, en la Tabla 7 se muestra un analisis mas detallado
de todas las poblaciones de linfocitos T estudiadas, centrandonos en la
respuesta que se establece a estimulos de COVID, referido siempre al cultivo
basal. Como se puede apreciar, todas las poblaciones mostraron un aumento de
su expresion en al menos uno de los marcadores de agotamiento en respuesta
a estimulos de COVID; activandose a su vez los linfocitos T CD4 Effector
memory. Al igual que en la poblacién control, los linfocitos T establecieron un
perfil mixto de respuesta inmune Th1y Th2, aumentandose incluso la produccion
de IL-10 por parte de diversas sub-poblaciones de linfocitos T CD8".

Tabla 7. P-valores obtenidos para la expresién de los marcadores en las 11 poblaciones de
pacientes Long COVID mediante ANOVA de una via comparando los resultados de estimulacién
por COVID con los de estado basal donde ns indica no significativo, *p<0,05; **p<0,01;
***n<0,001; ****p<0,0001. La flecha T indica que el sentido del cambio es en aumento para la
condicién de estimulacion frente a la basal.

MARCADORES
POBLACIONES | LAG-3 TIM-3 CTLAA4 PD-1 CD69 IFN y IL-4 IL-10
CD4+ R T T I e 1w ns 1 2w ns
CD4 naive Powswn | Powwwe | poaee | oeee ns A e ns
Effectg'Dn‘:emory T ns ns T T T T ns
Centra(I: I?r:temory (i O i N E (R B ns T il ns
CDs+ R e 2w A wn ns ns 2w 1w
CD8 naive T A ox e ns A 2w -
Effectg'Dnswmory T ns ns ns ns ns ns T
Centr;:IDr:emory T TR T (R N R ns ns e ns
Termin(;?gffector ns T ns ns ns ns ns T
CD4-CD8- T TR T I N S ns A ns ns
CD4+CD8+ 2w A A 1w ns ns A wn ns

5.4. Analisis de los ratios.

En base a los resultados previamente observados, estos sugieren que los
linfocitos T de los pacientes con y sin Long COVID adquieren un fenotipo
exhausto con un perfil de citocinas mixto en respuesta a la estimulacion con
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antigenos de la proteina S del COVID. Sin embargo, se desconoce si existen
diferencias en la magnitud de la respuesta que se establece frente a dicho
estimulo. Por tanto, se decidié analizar, para cada cohorte, la magnitud de la
respuesta que se establecia para cada estimulo frente al cultivo basal y
compararlos entre si.

Como se muestra en la Figura 8, no existen diferencias en el nivel de magnitud
de la respuesta que se establecid entre las principales poblaciones de cada
cohorte en respuesta tanto a un estimulo poli-clonal inespecifico como
especifico.

De igual forma, al realizar un analisis pormenorizado de la respuesta de cada
poblacién al estimulo con péptidos de SARS-CoV-2 (Tabla 8), tampoco se
encontraron diferencias en la magnitud de la respuesta entre ambas cohortes.
Se confirma asi la ausencia no sélo de diferencias fenotipicas, sino también
funcionales entre ambas cohortes.

Tabla 8. P-valores obtenidos para los ratios de expresién de los marcadores en las 11
poblaciones de linfocitos T de pacientes control y Long COVID mediante ANOVA de dos vias
comparando los resultados de estimulacién por COVID con los de estado basal donde ns indica
no significativo, Se considero estadisticamente significativo un p-valor<0,05.

MARCADORES

POBLACIONES LAG-3 | TIM-3 | CTLA-4 | PD-1 CD69 IFN y IL-4 IL-10

CD4* ns ns ns ns ns ns ns ns

CD4 naive ns ns ns ns ns ns ns ns
Effectt?rDr:emory ns ns ns ns ns ns ns ns
Centra(i[r::emory ns ns ns ns ns ns ns ns
CcD8* ns ns ns ns ns ns ns ns

CD8 naive ns ns ns ns ns ns ns ns
Effectt?rDr:emory ns ns ns ns ns ns ns ns
Centra(i[r:r?emory ns ns ns ns ns ns ns ns
Termin(;?gffector ns ns ns ns ns ns ns ns
CD4-CD8" ns ns ns ns ns ns ns ns
CD4*CD8* ns ns ns ns ns ns ns ns
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Figura 5

TIM-3 CTLA-4 PD-1 CD69 IFN y IL-4 IL-10

LAG-3
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uoisaidxa 9,

. Niveles de expresion de los marcadores de agotamiento (LAG-3, TIM-3,

del cultivo y puesta a punto del panel de citometria

imizacion

ra 5. Opt

Figu

CTLA-4 y PD-1), activacion (CD69) y produccién de citocinas (IFNy, IL-4 e IL-10) en los linfocitos T CD4*, CD8*, CD4*CD8" y CD4 CD8 de muestras

procedentes de donantes sanos en condiciones basales y tras un estimulo policlonal (anti-CD3/CD28). El analisis estadistico se llevd a cabo mediante la

realizacion t-Test pareado. Se consideré estadisticamente significativo un p-valor<0,05 (*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001).
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6. DISCUSION

Para la realizacion de este trabajo se ha partido de estudios previos?? realizados
en nuestro grupo de investigacién donde se concluia que no existen diferencias
entre los niveles circulantes de las diferentes poblaciones del sistema inmune
entre pacientes COVID y Long COVID, hecho que se ha confirmado durante la
realizacion del presente trabajo centrado especificamente en linfocitos T.

Ademas, estos estudios sugerian la existencia de pérdidas de memoria humoral
y celular en pacientes con Long COVID frente a aquellos post-COVID, pero no
Long COVID. Sin embargo, se ha demostrado que la memoria celular se
mantiene en los pacientes COVID tras 20 meses de la exposicion al antigeno S
del SARS-CoV-2, constituyendo asi una respuesta inmune de larga duracién
frente a esta enfermedad®®. Por tanto, las observaciones realizadas podrian
explicarse como resultado del agotamiento que sufren los linfocitos T en los
pacientes con Long COVID debido a la estimulacion viral de forma persistente
que sufren estas células. Como consecuencia, estas perderian progresivamente
su potencial efector y es probable que las poblaciones de células T se pierdan
con el tiempo o, como se intuye en este caso, entren en un estado disfuncional
permanente que disminuya su respuesta antiviral®®®).

Para la validacion de estos resultados, se estudio la respuesta de los linfocitos T
tanto a estimulos monoclonales de COVID e Influenza, como a estimulos
policlonales en respuesta a anti-CD3/CD28. Se observé que todos los linfocitos
se activaron al verse aumentada la expresion de CD69 en respuesta a un
estimulo policlonal. Este ensayo sirvid de confirmacion del correcto
funcionamiento del modelo propuesto.

Sin embargo, para nuestra sorpresa, tanto en pacientes control como en Long
COVID, los linfocitos T no soélo no se activan frente a estimulos con virus
respiratorios, sino que los niveles de agotamiento se ven aumentados en
respuesta a COVID y en menor medida a Influenza, no encontrandose
diferencias entre cohortes.

En estudios actuales se han encontrado diferencias en las respuestas frente a
infecciones respiratorias humanas. En el caso de una infeccién tipica de gripe,
la sintomatologia y la replicacion viral se resuelven durante la primera semana,
momento en el que la activacién inmune de las células alcanza su nivel maximo.
Sin embargo, en infecciones por SARS-CoV-2, estos tiempos se alargan y se
mantiene la activacion del sistema inmune tras el aclaramiento viral,
distinguiéndose asi de otras infecciones respiratorias por la presencia a largo
plazo de los antigenos virales, el agotamiento de las células T y el mayor riesgo
de infecciones secundarias®?). Esto es consistente con los resultados
significativamente mayores obtenidos en los marcadores de agotamiento con
COVID respecto a Influenza.

En resumen, no se encontraron diferencias en los niveles circulantes, fenotipo y

funcién de los linfocitos T entre pacientes control y Long COVID, hecho que
desarma nuestra hipétesis de partida.
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El hallazgo mas relevante es que no existen diferencias entre cohortes puesto
que tanto los pacientes control como los Long COVID expresan niveles
aumentados de los marcadores de agotamiento. Esto pone de manifiesto la
naturaleza persistente de los cambios producidos por COVID-19 en el sistema
inmune adaptativo®*, hecho por el cual, presumiblemente no se han encontrado
diferencias entre cohortes.

Por el momento, desconocemos el significado bioldgico de este hecho, abriendo
asi tres futuros escenarios para la experimentacion todos ellos basados en la
proteina S, reconocida como inmunodominante tras la infeccion por SARS-CoV-
2 puesto que se ha demostrado que las respuestas celulares especificas a ella
estaban presentes en >80% de la poblacién estudiada 6 meses después de la
infeccion leve a moderada®?).

e El primero de ellos consistiria en aplicar el panel de agotamiento tras la
estimulaciéon de linfocitos T procedentes de muestras pre-pandémicas para
comprobar si el aumento en los niveles de agotamiento es derivado de un
fenomeno de memoria (presente en pacientes con y sin Long COVID) o si,
por el contrario, es un efecto innato de los péptidos S en todos los individuos.

e El segundo, implicaria la obtencién de muestras de poblacion general del
Centro de Hemoterapia y Hemodonacion con el objetivo de repetir estos
ensayos en una cohorte externa para confirmar que existe agotamiento en
respuesta a la proteina S en la poblacion general.

e El tercer y ultimo abordaje, se basaria en identificar cuales son los epitopos
de la proteina S que estan realizando esa funcidn puesto que actualmente se
desconoce el o los epitopo(s) que median el agotamiento. Para ello, se
repetirian los experimentos con péptidos mas restringidos de forma que se
puedan identificar la(s) region(es) que estan mediando este efecto, y
posteriormente comparar con la tasa de evolucion/mutacion del virus.
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. CONCLUSIONES

Se ha puesto a punto un modelo de cultivo y se ha optimizado un protocolo
para la estimulacion ex-vivo de los linfocitos T.

Se ha comprobado que no existen diferencias significativas en el fenotipo,
funcion y niveles circulantes de las diversas poblaciones de linfocitos T entre
controles y pacientes que han desarrollado Long COVID.

Los linfocitos T de los pacientes con y sin Long COVID muestran activaciéon
en condiciones de estimulacién con anti-CD3/CD28.

Los linfocitos T de los pacientes con y sin Long COVID muestran niveles
similares de agotamiento tras ser activados con estimulos de COVID.

El nivel de agotamiento de los linfocitos T en ambas cohortes es mayor frente
a estimulos de COVID que de Influenza.

Se hace patente la necesidad de futuros estudios que permitan confirmar,

definir el origen y caracterizar el mecanismo por el que sucede este
agotamiento.
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