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ABREVIATURAS

ACE2: del inglés angiotensin converting enzyme 2 (enzima convertidora de
angiotensina 2)

BDNF: del inglés brain-derived neurotrophic factor (Factor neurotréfico derivado del
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CCL: del inglés C-C motif chemokine ligand (Ligando de quimiocinas con motivo C-C)

CDC: del inglés Centers for Disease Control and Prevention (Centro para el Control y la
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CoV: coronavirus

COVID-19: del inglés coronavirus disease 19 (Enfermedad por coronavirus 2019)

CXCL: del inglés C-X-C motif chemokine ligand (Ligando de quimiocinas con motivo
C-X-C)

DAMP: del inglés damage-associated molecular pattern (patrones moleculares asociado
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Resumen

RESUMEN

INTRODUCCION

Los coronavirus han constituido durante los ultimos 20 afios un importante grupo
de patogenos respiratorio emergentes, que han sido responsables de importantes brotes
infecciosos en regiones de oriente préximo y Asia. En diciembre de 2019, surgi6 en China
el SARS-CoV-2, cuyas particulares caracteristicas derivaron en la pandemia de la
COVID-19, que supuso un importante problema para los sistemas de salud en la mayoria
de paises. El riesgo de colapso en los servicios sanitarios precisaba de un conocimiento
profundo de este virus respiratorio, para determinar de manera rapida y precisa la
evolucion desfavorable en pacientes hospitalizados y abrir la posibilidad de terapias

eficaces.

Los casos severos de COVID-19 se caracterizan por una hiperproduccion de
citoquinas, que se deriva de una ineficaz respuesta mediada por interferones, acompafiada
con linfocitopenia y descoordinacion entre la respuesta innata y adaptativa. La evasion de
la respuesta innata a través de las proteinas no estructurales del virus y miRNA, generados
tanto por el propio virus como el huésped durante la infeccion, conlleva a una grave
afeccion respiratoria que reduce las posibilidades de supervivencia en los casos mas
severos. No obstante, la amplia heterogeneidad entre los pacientes COVID-19 debido a
la influencia de factores de riesgo y comorbilidades, hace dificil determinar con certeza
la posibilidad de un desenlace fatal, a pesar de disponer de mediciones comunes en la

préctica clinica, pero no especificas.

HIPOTESIS Y OBJETIVOS

Bajo este contexto, se plantea la hipdtesis de describir biomarcadores moleculares
relacionados con la respuesta inmune que sean importantes en la prognosis de pacientes

COVID-19.

De esta manera, el objetivo general propuesto consiste en caracterizar el perfil de
citoquinas y miRNA, como posibles determinantes en la alteracion de la respuesta inmune

de pacientes COVID-19 hospitalizados y que conllevan a una evolucion desfavorable en
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cuanto a la severidad o mortalidad. Por consiguiente, se definen ciertos objetivos

especificos:

El primer objetivo especifico consistio en describir un modelo simple, preciso y
robusto basado en el perfil de citoquinas y datos clinicos, para predecir severidad y
mortalidad en base al requerimiento de ventilacion mecanica en pacientes con riesgo de

exitus.

Teniendo en cuenta la importancia del perfil de citoquinas en el prondstico de
pacientes COVID-19 hospitalizados y su posible variacion a lo largo del tiempo, se
estableci6 como segundo objetivo especifico determinar de qué forma varian las
citoquinas implicadas de manera significativa en la mortalidad y establecer grupos de

citoquinas y tiempos mas adecuados en determinar un fatal desenlace.

El tercer objetivo especifico tuvo en cuenta los miRNA como otro grupo de
biomarcadores importantes durante la fisiopatologia de la COVID-19. A partir de las
vesiculas extracelulares en plasma de pacientes hospitalizados, se determinaron los
miRNA asociados a la mortalidad y, asi, inferir en los aspectos relevantes de la respuesta

inmune que afectan a la moralidad.

METODOLOGIA

Estudio observacional de pacientes con resultado positivo por RT-qPCR de
COVID-19 ingresados en el Hospital Clinico Universitario de Valladolid (Espafa) entre
el 24 de marzo y el 11 de abril de 2020. No fueron incluidos en el estudio pacientes con
otras infecciones activas o enfermedades cronicas terminales. Se obtuvieron muestras de
suero sanguineo de cada paciente y los datos demograficos, clinicos y analiticos se
registraron para su uso en el andlisis estadistico. Este estudio fue aprobado por el Comité

de Etica Clinica del Hospital (cod: PI 20-1717).

Las 45 citoquinas del primer, tercer y sexto dia de ingreso fueron cuantificadas
por duplicados mediante la tecnologia Luminex mediante el panel comercial kit 45-plex

Human XL Cytokine Luminex Performance Panel (R&D).

El RNA de las vesiculas extracelulares fueron extraidas a partir de exoRNeasy

Midi Kit (Qiagen) de acuerdo a las indicaciones del fabricante. Una vez valorado la
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cantidad y calidad se secuencio los miRNA mediante la creacion previa de librerias con
NEXTFLEX Small RNA-Seq Kit y el secuenciador NovaSeq 6000 (Illumina) por la
empresa ADM-BIOPOLIS GENOMICS en el parque cientifico de la universidad de

Valencia (Espafia).

Los datos fueron analizados tanto el paquete estadistico Software IBM SPSS

Statistics (SPSS) version 28 como el paquete estadistico R version 4.2.3.

RESULTADOS

Entre las 45 citoquinas cuantificadas en 108 pacientes COVID-19, el HGF fue la inica
citoquina que formo parte del modelo multivariable asociado al riesgo de intubacion
o fallecimiento en el dia de ingreso (OR = 7.38, 95%CI—(1.28-42.4), p = 0.025). El
grupo sanguineo O constituyo el Unico dato clinico como factor protector, mientras
que la glucemia, dimero D, procalcitonina y ferritina contribuian al modelo logistico
multivariable como factores de riesgo. Se valido el modelo internamente, por un lado,
a través del método AUROC mostrando un éarea bajo la curva de 0.94 con una
sensibilidad del 91,7% y una especificidad del 95%. Por otro lado, un segundo método
de validaciéon por bootstraping permitié confirmar los resultados simulando la

aplicacion del modelo con una muestra mayor.

El analisis de componentes principales englobo tres grupos de citoquinas asociadas a
la mortalidad de pacientes hospitalizados por COVID-19. La combinacion constituida
por HGF, MCP-1, IL-18, eotaxina y SCF fue significativamente alta en los fallecidos
durante los tres tiempos del estudio, mostrando una tendencia creciente. Sin embargo,
los niveles de IL-1a y VEGFA, aunque mayor en el grupo de los fallecidos, no mostro
variaciones significativas en el resto de los tiempos de recoleccion de muestra. Por
ultimo, la combinacion de BDNF, IL-12 e IL-15 estuvieron reducidas en los fallecidos
constituyendo un factor protector en los supervivientes. Los niveles de IL-la y
VEGFA en el dia de ingreso junto al resto de componentes medidos el sexto dia
permitian predecir el riesgo de fallecimiento con una precision de 0,89 (CI: 0,81-

0,96%; p<0,001).

10
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e Los pacientes con COVID-19 severo mostraron una expresion diferencial de 50
miRNAs derivados de vesiculas extracelulares asociados a vias de sefalizacion
implicadas en la respuesta inflamatoria y adhesion celular. Concretamente, 15
miRNAs estuvieron asociados a los casos severos con respecto al grupo control.
Finalmente, los miRNAs miR-1469 y miR-6124 fueron importantes predictores de la
mortalidad con un AUC de 0,94.

CONCLUSIONES

La tesis que aqui se expone concluye que: (i) el HFG constituye un biomarcador
importante a la hora de predecir moralidad y severidad teniendo en cuenta la glucemia,
dimero D, procalcitonina, ferritina y grupo sanguineo (ii) los pacientes COVID-19 que
remitieron muestran niveles elevados de BDNF, IL-12 e IL-15 relacionado con respuesta
eficaz por parte de linfocitos T y células NK, (iii) las citoquinas HGF, MCP-1, IL-18,
eotaxina y SCF presenta una tendencia creciente en los pacientes de COVID-19 fallecidos
durante su ingreso, mientras que IL-1a y VEGFA se mantiene constante en los primeros
seis dias de ingreso, (iv) los miRNAs miR-1469 y miR-6124 estan diferencialmente
expresados en los casos severos y son capaces de predecir con alta precision la mortalidad

en los pacientes hospitalizados por COVID-19.
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Capitulo I: Introduccion

1. Surgimiento del SARS-CoV-2 y estallido de la pandemia

A mediados de diciembre de 2019, en la ciudad china de Wuhan, surgi6 un grupo
de pacientes con cuadro de neumonia atipica que no respondian adecuadamente a los
tratamientos convencionales [1]. La delegacion china de la Organizacién Mundial de la
Salud (OMS) informé que los nuevos casos de neumonia de etiologia desconocida tenian
origen en un mercado local de la ciudad [2]. A principios del 2020, el centro nacional de
inmunizacion y enfermedades respiratorias del Centers for Disease Control and
Prevention (CDC) secuenci6 el genoma del agente causal de la enfermedad, tratindose
de un nuevo coronavirus recibiendo el nombre de SARS-CoV-2 [3]. En cuestion de dos
semanas, s€ reportaron nuevos casos en cuatro paises asiaticos y su propagacion siguio
exponencialmente hasta declararse la pandemia el 11 de marzo de 2020; con mas de
118.000 casos en 114 paises y 4.291 muertes reportadas en ese momento [4]. Durante
dicho periodo se dio a conocer publicamente la secuencia del nuevo coronavirus cuya
enfermedad asociada fue bautizada por la OMS como “enfermedad por coronavirus de
2019” (COVID-19) [3,5,6]. En ese momento se determina que la transmision es
principalmente a través de microgotas de Fliigge que se emiten al hablar, estornudar, toser
o0 espirar al entrar en contacto con las mucosas del receptor o introducidas desde las manos
[7]. Aunque partir de la secuencia inicial del virus se desarrollaron los primeros kits de
deteccion basados en RT-qPCR, la problematica continué debido al prolongado periodo
de incubacidn y el importante porcentaje de asintomaticos transmisores del virus [8,9].
Desde el momento de declararse la pandemia se comienza a implantar medidas

preventivas de cuarentena, distanciamiento social y uso de mascarillas [10,11].

En los primeros meses desde que se declard la pandemia, los paises con mas casos
confirmados y de fallecidos fueron China, Italia, Espafia y Estados Unidos.
Concretamente a principios de abril tan solo en la ciudad de Nueva York se informo de
159.937 casos respecto a los 153.000 casos de Espafia, 143.000 casos en Italia o 82.000
casos en China [12]. La principal problematica suponia la saturacion de los sistemas de
salud por la cual las Unidades de Cuidados Intensivos (UCI) tenian elevado riesgo de
colapso, lo que impedia a su vez atender a otros pacientes en estado critico. Dicha
situacion se agravaba aun mas por la escasez de equipo de proteccion individual para el
personal sanitario [13]. Entre abril y mayo de 2020 se lanz6 la iniciativa para producir
una vacuna que incluiria las vacunas basadas en RNAm posteriormente empleadas y la

Food and Drug Administration (FDA) emite autorizacion para el uso de emergencia del
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medicamento Remdesivir [14]. Otros tratamientos como la hidroxicloroquina fueron
descartados al no tener ningtin efecto en los enfermos de COVID-19 [15]. A partir de julio
de 2020, se concluy6 que la vacuna candidata de Pfizer BioNTech COVID-19 era segura
y eficaz y se comenz6 con los preparativos para su distribucion a partir de diciembre de
2020. En ese momento también se incluyeron la vacuna Moderna COVID-19 y la
desarrollada por la Universidad de Oxford llamada AstraZeneca [16—18]. Hasta final de
afio se destaca la aparicion de pruebas rapidas de antigeno para la deteccion de la
infeccion por COVID-19, se confirman casos de reinfeccion abriendo la posibilidad de
revacunacion en el futuro y se duda de la eficacia del Remdesivir para tratar a pacientes
hospitalizados con COVID-19. Hoy en dia se sigue dudando de su beneficios y eficacia
[19-21]. La pandemia continuaria aproximadamente dos afios y medio hasta declararse
su final el 5 de mayo de 2023 tras 765 millones de casos confirmados y 6,9 millones de
fallecidos reportados [22]. Sin embargo, tal como se sospechaba, el virus permanece y de
manera similar a la gripe precisa de vacunaciones anuales, especialmente en aquellos

grupos de riesgo que pueden desarrollar un peor pronostico [23,24].

2. Caracteristicas biologicas del SARS-CoV-2
2.1 Taxonomia y genoma del SARS-CoV-2

Los coronavirus son un amplio grupo de virus pertenecientes al orden Nidovirales
que comprende virus con un genoma de RNA de polaridad positiva no segmentados de
aproximadamente 30kb. El orden Nidovirales se define en base a cuatro caracteristicas
comunes al resto de categorias taxondmicas. En primer lugar, presentan una organizacion
gendmica muy conservada, con una replicasa-transcriptasa que precede a los genes
estructurales y accesorios. En segundo lugar son capaces de expresar multitud de genes
no estructurales por desplazamiento del marco ribosémico. En tercer lugar, la replicasa-
transcriptasa posee varias actividades enzimaticas unicas que varia entre especies. Y por
ultimo, el orden Nidovirales llevan a cabo la expresion de sus genes estructurales y
accesorios en direccion descendente o downstream a través de la sintesis de RNAm 3’
subgenodmico [25]. Dentro del mencionado orden, distinguimos la familia Coronaviridae
que de acuerdo con criterios filogenéticos se dividen en 4 géneros: Alphacoronavirus,
Betacoronavirus, Gammacoronavirus y Deltacoronavirus [26]. Los betacoronavirus

infectan en su mayoria a los humanos y tienen un origen zoonético. Han surgido como un

16



Capitulo I: Introduccion

importante grupo de patdgenos respiratorios que en los ultimo 20 afios han provocado
importantes epidemias como las causadas por SARS-CoV, MERS-CoV y por ultimo
SARS-CoV-2; siendo especialmente relevante esta ultima por su alta patogenicidad y

transmisibilidad [27].

El origen del SARS-CoV-2 no esta completamente esclarecido. Existen dos
posibilidades que explican su origen. La primera hip6tesis sugiere que el origen viene de
una especie de coronavirus de murciélago denominado RaTG13, ya que comparten el
96,2% de similitud entre sus genomas y debido al trafico de animales salvajes podria
haber favorecido el salto entre especies [28] . La segunda hipotesis considera el origen a
partir del SARS-CoV debido a que comparten un 79% de similitud entre sus secuencia y
a causa de mutaciones aleatorias, junto con una presion selectiva e inmunolégica, dio
lugar al SARS-CoV-2. En este sentido se considera que el pangolin actué como reservorio
previo al ser humano [6,29]. Ademas, aunque ambos coronavirus tienen como receptor a
la enzima convertidora de angiotensina 2 (ACE2), en el caso del SARS-CoV-2 este posee
una mayor afinidad por la ACE2 que se ha correlacionado con una mayor transmisibilidad
y severidad de la enfermedad [30]. Adicionalmente, la capacidad del virién para entrar en
la célula huésped se encuentra potenciada en el SARS-CoV-2 por medio de la serin
proteasa de transmembrana de tipo 2 (TMPRSS2), que intensifica la rapidez con la que

el virus se replica [31].

El genoma del SARS-CoV-2 (Fig. 1) contiene 14 marcos de lectura abiertos (ORFs) en
los que distinguimos proteinas estructurales (que incluyen las proteinas accesorias) y no
estructurales, flanqueadas respectivamente por una cola de poli-A 3" y una caperuza 5',
cada uno precedido con sus correspondientes secuencias untranslated regions (UTRs).
Las proteinas estructurales codificadas por el extremo 3" incluyen la glicoproteina de la
espicula (S), constituidas por dos dominios, proteinas de la envuelta (E), proteinas de
membrana (M) y proteinas de la nucleocapside (N). Por otro lado, el extremo 5 codifica
a 16 genes, especificos de la especie, denominadas proteinas no estructurales [32]. Estas
proteinas no estructurales, en el caso del SARS-CoV-2, incluyen supresores de la
respuesta antiviral del huésped como antagonista de interferones (IFNs), proteasas,
proteinas de union a RNA, RNA polimerasa dependiente de RNA, helicasa,
metiltransferasa, exonucleasa 5°-3’, endorribonucleasa y proteinas implicadas en la

exportacion del RNA replicado. Esta parte del genoma se focaliza en la
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transcripcion/replicacion del genoma en la que presenta sitios de escision relacionado con

el ciclo replicativo e implicado en la patogénesis y transmisibilidad del virus [33-35].

SARS-CoV-2 genome
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Figura 1: Representacion esquematica del genoma del virus SARS-CoV-2. (A) Organizacion por ORFs
individuales. (B) Polipéptido constituido por 16 proteinas no estructurales, los tridngulos representan los
sitios de escision por los dos tipos de proteinas que expresa el virus. Imagen obtenida de la publicacion

Romano et al. [36].

2.2 Ciclo replicativo del SARS-CoV-2

La entrada de los viriones del SARS-CoV-2 se inicia mediante la interaccion de la
espicula con la enzima ACE2, expresada en el tracto respiratorio, cardiovascular y renal.
La interaccion entre estas proteinas induce la endocitosis, y en el endosoma resultante se
produce la escision de la espicula por parte de una serin proteasa denominada TMPRSS2
o también de manera secundaria por la endopeptidasas de cisteina catepsina L [31,37].
La escision del primer dominio ocasiona un cambio conformacional que expone un
péptido a través del cual se fusionan la envuelta del virion con la membrana del
endosoma, liberando el genoma del virus al citoplasma [35,38]. Inmediatamente, se
produce la primera traduccion y procesamiento postraduccional de los dos grandes ORFs,
correspondientes a los genes no estructurales (Fig. 1), que conforman en su conjunto un
complejo con actividad replicasa-transcriptasa. Una vez formado este complejo, se
produce la replicacion del RNA gendmico viral a RNA de polaridad negativa [35]. Dicho

proceso transcurre en un tipo de vesiculas de doble membrana nuclear, derivado del
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reticulo endoplasmatico, que protege contra la degradacién del RNA viral donde se puede
formar transitoriamente un RNA de doble cadena [34,39]. A partir de esta copia de RNA
de polaridad negativa, se origina mas complejo replicasa-transcriptasa, que producira
nuevos genomas viricos necesarios en el posterior ensamblaje, y por otro lado, RNAm
3’subgenomico de diferente longitud (denominada transcripcion discontinua) que
conforman las secuencias molde para traducir las proteinas estructurales y accesorias
[40]. Las proteinas estructurales y accesorias se traducen principalmente en el reticulo
endoplasmatico rugoso y durante el trafico vesicular por compartimento intermedio del
reticulo endoplasmatico-Golgi se ensambla con el RNA gendmico viral replicado, dando

lugar a la particula viral que sera liberada al medio extracelular por exocitosis [41].
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Figura 2: Ciclo de vida de SARS-CoV-2 en la célula huésped. Imagen obtenida de Du Let al. [42].
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2.3. Diversidad genética del SARS-CoV-2 y su implicacion sanitaria

Un aspecto relevante de los coronavirus, incluido el SARS-CoV-2, es la
significativa tasa de recombinacion, tanto inserciones como deleciones, y mutaciones
puntuales que se produce durante la transcripcion discontinua en su ciclo replicativo [43].
Aunque la mayoria de los cambios tiene escaso o nulo efecto en las propiedades del virus
[44], 1a relativa rapidez con la que se produce dichos cambios en las secuencias de los
genes estructurales y accesorias del SARS-CoV-2, origina una importante variabilidad
genética que, por presion selectiva, conlleva al surgimiento de variantes con una mayor
capacidad de transmision y evasion de la respuesta inmune, incluso luego de la
vacunacion [45]. Se distinguen variantes bajo vigilancia (VUM), variantes de interés
(VOI) y variantes preocupantes (VOC) en funcién del riesgo para la salud publica
mundial; con el objetivo de establecer prioridad de seguimiento, investigacion y respuesta
epidemioldgica [46]. Las VUM constituye una categoria de alerta para tener en cuenta
para esclarecer si puede representar una amenaza a los sistemas de salud. En cuanto a los
otros dos tipos de variantes, presentan mutaciones que suponen un cambio en el
comportamiento epidemiologico del virus. En el caso de las VOI se han producido
cambios que afectan a la unidén al receptor y por lo tanto una menor capacidad
neutralizante de los anticuerpos, lo que pronostica un aumento en la transmisibilidad o
gravedad al verse comprometida la eficiencia de las vacunas y tratamientos. Sin embargo,
las VOC presentan evidencias de una mayor transmisibilidad junto a un marcado efecto
negativo respecto a la gravedad de la enfermedad y/o disminucion en la eficacia de las
vacunas [47]. Actualmente la variante omicron representa la VOC principal y mas
divergente con numerosos subvariantes y linajes, caracterizadas por su mayor
transmisibilidad y capacidad para evadir la inmunidad existente y, por lo tanto, ocasionar
un mayor numero de casos severos de COVID-19 [48]. Respecto a las VOI actuales, la
primera en surgir fue la denominada BA.2.86 que presenta alrededor de 30 mutaciones
en la secuencia de la proteina S, considerandose filogenéticamente diferente al linaje
parental émicron XBB [49]. De hecho, la segunda VOI que actualmente también
encontramos en circulacion, denominada JN.1 o BA.2.86.1.1, surge de BA.2.86 con tres
mutaciones adicionales que favorece la evasion de la respuesta inmune incluso en los

individuos vacunados [49].
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2.4. Transmision del SARS-CoV-2

La transmision del SARS-CoV-2 se produce por varias vias que incluyen: (1)
gotas de Fliigge o microgotas las cuales se emiten al hablar, toser estornudar y respirar y
que entran en contacto con la mucosas de la boca, nariz e incluso ojos [50], (2) aerosoles,
particulas mas pequenas emitidas junto a las microgotas, pero con la diferencia que se
mantienen mas tiempo suspendidas en el aire y son inhaladas [51], (3) contacto directo o
fisico de una persona infectada a otra, (4) contacto indirecto o por fomites; es decir,
contacto con objetos o superficies que ha sido tocado por una persona infectada, o donde
han depositado goticulas/aerosoles expelidas por una persona infectada [52] y (5) otras
vias atipicas como heces y orina, sangre, transplacentaria y zoondtica entre el humano y
animales domésticos como perros o gatos [53,54]. No obstante, la principal forma de

contagio son las microgotas y aerosoles por proximidad entre personas [55].

Al inicio de la pandemia el numero reproductivo basico (R0), definido como el
nimero medio de casos secundarios que se producen a partir de un unico caso de una
poblacion distribuida homogéneamente y totalmente susceptible a la infeccion, estimaba
un valor general para la COVID-19 de 2-3, siendo similar o ligeramente superior al
SARS-CoV [56,57]. Sin embargo, los modelos empleados no estimaron correctamente
dicho valor, ya que la proporcion de asintomadticos al principio de la pandemia era
superior a la epidemia producida por el anterior SARS-CoV, constituyendo cerca del 24%
de infectados [58]. La proporcion de asintomaticos, la rapidez con la que infectaba el
SARS-CoV-2 a las células huésped y el tiempo de incubacion prolongado de hasta 14
dias, fueron los factores clave para entender el estallido de la pandemia. Hoy en dia, el
tiempo de incubacién de la variante 6micron se ha reducido entre 2-4 dias y junto a los
programas de vacunacion han ayudado a evitar nuevos brotes importantes de SARS-CoV-
2 [59]. Sin embargo, la cobertura de la vacuna se estima en 6 meses a partir del cual el
virus puede volver a iniciar los mecanismos dafiinos que pueden evolucionar a formas

mas severas de la enfermedad, especialmente en la poblacion de riesgo [24].
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3. Inmunologia de la COVID-19
3.1. Reconocimiento y respuesta innata frente al SARS-CoV-2

Una vez que el SARS-CoV-2 accede a las vias respiratorias altas e infecta células
de la mucosa nasal y garganta que expresan ACE2, induce un efecto citopatico derivado
de su ciclo replicativo, por el cual genera los denominados patrones moleculares
asociados a dafio (DAMPs) que junto a los patrones moleculares asociados a patoégeno
(PAMPs), provenientes del propio virus, activan la respuesta innata cuya finalidad es
contener la infeccion, que tiende a progresar por el tracto respiratorio hasta los alveolos
[60,61]. Tal como se describe en la Fig. 3, los DAMPs y PAMPs activan receptores de
reconocimiento de patrones (PRR) que comprende a receptores de tipo Toll (TLR),
receptores de tipo gen-I inducibles por acido retinoico (RLR) y receptores que inducen la
formacion de inflamosomas o receptores de tipo Nod (NLR). Respecto a los TLR, TLR2,
TLR4, TLR3, TLR7 y TLRS han sido descrito que reconocen ligandos procedentes del
SARS-CoV-2 y activan la ruta NF-xB lo que da lugar a la produccién de numerosas
citoquinas que incluyen IL-1, IL-6, TNF-a, TGF-B, IFN-y y quimiocinas como CCL-2
(MCP1) y CXCL10 (IP-10) [62—67]. Respecto a RLR se destaca RIG-1 y MDAS que
reconocen acidos nucleicos de origen viral o restos celulares y cuya activacion se asocian
a la produccion temprana de IFNs [68,69]. Por ultimo, DC-SIGN, L-SIGN y LSECtin
reconocen regiones de la espicula del virion y son productoras, a través de la formacion
de inflamosomas, de IL-1B, IL-18 y gasdermina D que, esta ultima, contribuye a la
piroptosis como forma de muerte celular, pero mediado por la formacion de poros que
inducen la perdida de la integridad celular, en lugar de fragmentarse en vesiculas o
cuerpos apoptdticos, lo que intensifica la inmunogenicidad de la lesion [70-72]. Las
citoquinas producidas en la fase temprana de la infeccion inducen el reclutamiento de
neutréfilos monocitos, macréfagos lo que retroalimenta la produccion de més citoquinas

y exacerba la lesion inicial.
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Figura 3: PRR y rutas de sefializaciéon implicadas durante la inmunidad innata contra SARS-CoV-2.

Imagen obtenida de la publicacion Malireddi RKS et al. [73].

Los neutrofilos son generalmente las primeras células en ser reclutadas en
cualquier infeccion a través de la accion de la quimiocina IL-8. En la COVID-19,
numerosas evidencias sugieren la importancia de los neutrdfilos en la severidad de la
enfermedad [74]. Una mayor activaciéon de neutréfilos y una proporcion elevada del
indice neutrofilos/linfocitos estdn asociados a un peor pronostico [75]. Las razones
fundamentalmente son, por un lado, la secrecion de mediadores que contribuyen a la
respuesta inflamatoria, como por ejemplo lipocalina, factor de crecimiento de hepatocitos
(HGF), factor estimulante de colonias de granulocitos (G-CSF), IL-1, IL-6, IL-8 y, por
otro lado, a que intensifican la lesion inicial al producir especies reactivas de oxigeno
(ROS) proveniente de la trampa extracelular de neutréfilos que en los casos severos de

COVID-19 se encuentra intensificada [76—78].

Los macrofagos alveolares y macrofagos derivados de monocitos son los
principales responsables de la respuesta inflamatoria que se produce en el tejido pulmonar
de los casos severos de COVID-19 [79]. Concretamente, se produce una densa infiltracion

de macrofagos derivados de monocitos, junto a una activacion ineficaz de los macrofagos
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alveolares. Mientras ambas células mieloides incrementan la produccion de IL-8 e IL-
1B, las células epiteliales producen cada vez mas IL-6 que impide la reparacion del tejido
pulmonar por parte de los fibroblastos. Al mismo tiempo los linfocitos T reguladores

producen TGF-B, lo que promueve la fibrosis [79].

Las células dendriticas (DCs) son clave durante la presentacion antigénica que dan
como resultado una inmunidad adaptativa contra cualquier infeccion, incluida las
infecciones respiratorias [80]. En el caso de los virus como el SARS-CoV-2, existe un
tipo particular denominadas células dendriticas plasmacitoides (pDC) que llevan a cabo
su funcién mediante el reconocimiento del patogeno a través de los receptores DC-SIGN,
TLR2, TLR7 [65,71]. Una vez que las pDC son activadas; por un lado, migran a los
organos linfoides para la presentacion antigénica a los linfocitos T, comun al resto de
DCs, y, por otro lado, se caracterizan por ser importantes productoras de IFNs de tipo I
[81]. Sin embargo, en los pacientes COVID-19 con una evolucion mas desfavorable, se
observa en primer lugar un retraso en la produccion de interferones por parte de las pDC
y posteriormente una secrecion prolongada, que en conjunto resulta ineficaz contra la
infeccion lo que resulta en un agotamiento funcional para el resto de los leucocitos; es
decir, se limitan a la produccion incontrolada de citoquinas proinflamatorias y
quimiocinas sin llevar cabo otras funciones [82,83]. Bajo este contexto, se inducen la
migracion de las pDC a los 6rganos linfoides, pero al mismo tiempo inducen la expresion
del ligando inductor de apoptosis relacionado con el TNF (TRAIL) que da como resultado

la apoptosis de los linfocitos durante la presentacion antigénica [77].

Por ultimo, se destacan a los basoéfilos y eosinofilos que, aunque sean conocidos
por su participacion en el asma y enfermedades parasitarias, son capaces de producir
moléculas antivirales y en ciertos grupo de pacientes COVID-19 estan implicados en una
peor afeccion respiratoria [84,85]. Aunque las razones no estan del todo claras, hay una
correlacidn inversa entre un peor pronostico con el recuento de basofilos y eosinofilos; es
decir, hay un menor recuentos a medida que los pacientes COVID-19 presentan peor
evolucion [86]. Una respuesta T helper (Th) 2 mediada por dichos granulocitos, resulta
beneficiosa en las primeras etapas de la infeccion, pero su prolongada actividad y menor
recuento contribuye negativamente, y de manera complementaria al resto de células

mieloides en el prondstico de pacientes COVID-19 [85].
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3.2. Mecanismos de evasion del SARS-CoV-2

La respuesta innata contra las infecciones virales depende en gran medida de la
produccion de interferones de tipo I (IFNs) y, por lo tanto, de la respuesta mediada por
las células NK (Fig. 4). En la COVID-19, se produce una ineficaz respuesta mediada por
los IFNs de tipo I debido a ciertas proteinas codificados en el genoma del SARS-CoV-2
y por la acciéon de miRNA codificados tanto por el propio virus como los producidos en

el huésped condicionadas por la infeccion [87,88].
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Figura 4: Evolucion estandar de una infeccion viral en funcion de la secrecion IFN-a e IFN-f y su relacion
con la actividad de las células NK, sustituida posteriormente los los linfocitos T citotoxicos. Imagen

obtenida del libro KUBY, J.: Immunology (Septima edicién). Nueva York: Ed. Freeman & Co. (2013).

Al igual que otros coronavirus, el genoma del SARS-CoV-2 codifica proteinas no
estructurales (NSP1-NSP16) y proteinas accesorias (ORF3a/b, ORF6, ORF7a/b, ORFS,
ORF9b/c, ORF10) capaces de influir en la respuesta inmune, especialmente la
relacionada con la accion de IFN de tipo I [89]. Por un lado, a nivel de expresion el
SARS-CoV-2 es capaz de impedir la importacion al nucleo del factor de transcripcion
IRF-3 [90], bloquear la exportacion de los transcritos correspondientes a interferones tipo
I desde el nucleo [91], reprimir la traduccién mediante la unidén de nspl al canal del
ribosoma lo que favorece la replicacion viral mientras se afecta al mismo tiempo la
traduccion de IFNs y otros transcritos [92] y dificultar las modificaciones postraduccional
mediante la unién de nspl6 a Ul y U2 del espliceosoma [93]. Por otro lado, el SARS-

CoV-2 afecta a la sefializacion asociada a la produccion de IFN de tipo I, concretamente
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el IFN-B, mediante el bloqueo por la proteina N al receptor RIG-I y la proteina M a los
receptores RIG-1 y MDA-5 [94,95]. Ademas influyen sobre la via de sefializacion NF-kB
a través de ORF9b que bloquea la ubiquitinacion de IKKy y fosforilaciéon de IRF-3,
esenciales para inducir la expresion de IFNs [96,97]. También cabe destacar al respecto
de la via NF-xB que ORF6, ORF8 y proteina N son capaces de bloquear a los llamados
elementos de respuesta estimulados por IFN y promotores asociados a NF-kB [98]. Por
ultimo, un prematuro codon de parada en ORF3b, con respecto al homologo en el SARS-
CoV, actia mas eficazmente a la hora de reprimir la expresion de IFNs [99]. Por otro lado,
se han descrito 170 miRNA codificados de manera antisentido en el genoma del SARS-
CoV-2 que potencialmente son capaces de influir en 3377 tipos de transcritos del huésped
que en general estdn asociados principalmente con rutas de sefializacion de la respuesta
inmune, autofagia y accioén de IFN de tipo I [100,101]. Adicionalmente, los miRNA
producidos por el propio huésped que se ven influenciados por la infeccion, modifican la
respuesta inmune a favor de la replicacion del virus correspondientes con el metabolismo

lipidico, procesos renales, miocardicos y fibrosis pulmonar [88,100].

Todos estos mecanismos de evasion del SARS-CoV-2 contribuyen
significativamente a la patogénesis y evolucion de la enfermedad, ya que durante la fase
temprana de la infeccion, no se produce una repuesta adecuada por parte de las células
NK (Fig. 4) y a medida que la infeccion se prolonga se observa un agotamiento funcional
por parte de dichas células, que conlleva a que los linfocitos T citotoxicos estén
sobrepasados para el control y eliminacion de la elevada carga viral [77,102]. Ademas, la
inmunidad adaptativa se ve afectada por la ineficaz accion de las pDC, al impedir la

produccion y accion de IFNs de tipo I tal como se describié anteriormente.
3.3. Respuesta mediada por linfocitos T frente al SARS-CoV-2

Respecto a la inmunidad adaptativa, el SARS-CoV-2 promueve durante las etapas
tempranas de la infeccion una respuesta T helper (Th) 1 por la que se induce una
inmunidad mediada por células, cuya accion se centra en la eliminacion de patdogenos
intracelulares. Aunque al principio resulta eficaz, prolongar dicha respuesta citotoxica,
como ocurre en los casos mas severos, resulta contraproducente por el dafio colateral a
los tejidos y la exacerbacion del estado proinflamatoria a través de la produccion excesiva
de IFN de tipo II o IFN-y y TNF-0, que actia como una sehal de alerta para el

reclutamiento/activacion de macréfagos y neutrofilos, respectivamente [77]. La
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produccion de TNF-a, que se correlaciona con la produccion de IL-6 por parte de los
macrofagos, produce un efecto negativo sobre el recuento linfocitario en sangre, lo que
se conoce como linfocitopenia, debido a que ambas citoquinas son capaces de inducir
apoptosis a los linfocitos T de manera directa o indirecta a través de las células dendriticas
plasmacitoides [103]. La linfocitopenia constituye una de las caracteristicas mas
importantes en los pacientes severos de COVID-19, los cuales manifiestan un prolongado
tiempo de infeccion y en la que ademas se produce una sobreexpresion de marcadores
asociados al agotamiento funcional de los linfocitos T CD4+ y CD8+, al igual que ocurre

en el caso de las células NK [104,105].

Otros subgrupos de linfocitos T que participa en la respuesta contra el SARS-CoV-
2 son los linfocitos T helper foliculares (Thf) y linfocitos T reguladores (Treg). Los
linfocitos Thf son productores de IL-21, cuyo efecto sobre los linfocitos B en los foliculos
y centros germinales es producir anticuerpos neutralizantes cada vez mas especificos, asi
como el desarrollar de una memoria inmunologica a largo plazo. En el caso de la infeccion
por SARS-CoV-2 (Fig. 5), los linfocitos Thf junto a los Th1 son relevantes a la hora de
reducir la severidad de la COVID-19 [106]. Al principio, los anticuerpos que se generan
son contra la proteina N, pero a medida que avanza a la tercera semana desde el comienzo
de los sintomas, los anticuerpos son predominantemente contra la proteina S [107]. Sin
embargo, y de manera contraintuitiva, un exceso de anticuerpos neutralizantes contra la

proteina S estd asociada a una mayor severidad. Tal como se muestra en la Fig. 5.

Perfect example generic infection B Average SARS2 infection C Severe SARS2 infection

Magnitude —»

Severe disease

Time —> [ 1
T 1 !

Adaptive immunity

Adaptive immunity

Figura 5: Evolucion de los titulos de anticuerpos neutralizantes en funcion de la respuesta innata y
adaptativa en ejemplos genéricos de infeccion viral, infeccion promedio de SARS-CoV-2 (B) y infeccion

severa de SARS-CoV-2 (C). Imagen obtenida de la publicacion Sette A et al. [109].
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La descoordinacion entre la inmunidad innata con la inmunidad adaptativa, que
impide el control de la carga viral, junto a la linfocitopenia y agotamiento funcional de
los linfocitos T y células NK, constituyen las razones por las que los anticuerpos

neutralizantes pierden eficacia para resolver la infeccion [108,109].

Los linfocitos Treg son responsables de limitar la respuesta inmune, mediante la
secrecion de la citoquina antinflamatoria IL-10 y TGF-B. En el COVID-19, su
disminucion esta asociado a un peor pronoéstico [110]. De hecho, cuando la produccion
de citoquinas proinflamatorias tales como IFN-y, IL-2, IL-6, TNF-a e IL-1f estan
coordinadas con la produccion de citoquinas reguladoras como IL10 o TGF-f3 se observa
un perfil asintomatico ante la infeccién con respecto a pacientes COVID-19, que presenta

una tendencia predominante a producir altos niveles de citoquinas proinflamatorias [111].
3.4. Tormenta de citoquinas

La desregulacion de la respuesta inmune durante las etapas tempranas de la
infeccion en los pacientes COVID-19, tal como se describe en los anteriores apartados,
resulta en una sobreproduccion exacerbada e incontrolada de mediadores
proinflamatorios, cuyo efecto se manifiesta en una serie de complicaciones respiratorias
y sistémicas denominado sindrome de tormenta de citoquinas [112,113]. Aunque la
heterogeneidad de los pacientes COVID-19 es notable, entre las citoquinas mas
destacadas encontramos IFN-y, IL-1, IL-6, IL-8, TNF-a, TGF-f y GM-CSF.
Adicionalmente, las quimiocinas CCL-2 (MCP1), CXCL9 (MIG) y CXCL10 (IP-10) son
importantes ya que contribuyen a la activacion y reclutamiento de monocitos, linfocitos
T, neutréfilos y células NK [77]. De manera especifica, la IL-6 ha sido comunmente
sefalada, ya que en los pacientes fallecidos se observo niveles elevados con respecto a
los casos de remision de la enfermedad [114]. Sin embargo, en afios posteriores se ha
concluido que constituye un mejor biomarcador temprano de severidad y, por el contrario,

resulta insuficiente usarlo aisladamente como predictor de mortalidad [115].
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Figura 6: Representacion esquematica de las principales alteraciones inmunopatogénicas que conducen a

la tormenta de citoquinas en los casos severos de COVID-19. Imagen obtenida de la publicacion Bhardwaj

Acetal. [77].

4. Manifestaciones clinicas y factores asociados a COVID-19 severo

Los sintomas mas comunes de la COVID-19 son fiebre o escalofrios (83-98%),

tos (50-82%), fatiga (25-44%), disnea (19-55%) y dolor muscular (11-44%).

Adicionalmente, algunos pacientes pueden experimentar rinorrea, opresion toracica,

dolor de garganta, nduseas, vomitos, diarrea, dolor de cabeza, ageusia y anosmia, aunque

estos sintomas son menos frecuentes [116]. En torno al 80% de los pacientes que recurren

a los servicios de salud presentan manifestaciones leves mientras que el 15% precisa de
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atencion hospitalaria por neumonia moderada o severa [117]. En estos ultimos casos,
entre el 3-29% sufren un rapido empeoramiento de la enfermedad con el consiguiente
ingreso en las UCI para el manejo de complicaciones como hipoxemia, que se asocia a
un sindrome de dificultad respiratoria aguda (SDRA) y fallo multiorganico. Ambas
complicaciones ocurren en el 52% de este tipo de pacientes criticos [116,118]. Otras
complicaciones (Fig. 7) como insuficiencia cardiaca, insuficiencia renal o dafio hepatico
son menos frecuentes, pero contribuyen a la mortalidad de los pacientes criticos de la

COVID-19 [110,119].

Neurologic
Dizziness
Headache

Ageusia/Anosmia
Encephalopathy
Myalgia
Guillain-Barré syndrome

L

Skin
Erythematous rash
Urticaria S
Vesicles Endocrine
Petechaie Hyperglycemia
Livedo reticularis Diabetic ketoacidosis

Figura 7: Manifestaciones extrapulmonares en los pacientes criticos de COVID-19. Imagen obtenida de la

publicacion Tsai P-H et al. [116].

La amplia heterogeneidad entre los pacientes COVID-19, que comprende desde
asintomaticos a pacientes criticos es resultado de ciertos factores de riesgo que influyen
en la respuesta inmune y, por lo tanto, en la progresion de la enfermedad. Entre estos
factores de riesgo se destacan el género y edad, grupo sanguineo y comorbilidades, tales
como obesidad, diabetes, nefropatias, enfermedades cardiovasculares e

inmunodeficiencias.
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Aunque el SARS-CoV-2 infecta por igual a hombres y mujeres, los casos severos
ocurren mas frecuentemente en hombres. Independientemente del estilo de vida, existe
razones genéticas y hormonales que lo explican. A nivel genético, es importante
considerar que el cromosoma X codifica genes implicados en la inmunidad innata y
adaptativa como el receptor de quimiocina CXCR3, TLR7 y ligando CD40 [120]. CXCR3
promueve la movilizar a las células NK, linfocitos B y linfocitos T y ayuda al desarrollo
de una respuesta Thl con una mejor respuesta antiviral en mujeres al expresarse
doblemente [121]. TLR7 estd directamente relacionado con la producciéon de IFN-o a
través de la activacion de las DCp vy, por lo tanto, la expresion doble de cada uno de sus
cromosomas X se correlaciona con mejor resolucion de la infeccion [122]. Por otro lado,
CD40L estd implicado en la activacion de macrdéfagos, linfocitos Thf y células
endoteliales para la expresion de moléculas de adhesion [123]. Estos tres genes hacen
menos frecuente que las mujeres desarrollen una respuesta inflamatoria incontrolada por
la plasticidad asociada a los patrones de expresion en el cromosoma X [124]. Por otro
lado, las diferencias hormonales también dan una explicacion acerca del mayor riesgo de
COVID-19 severo en hombres. Los androgenos incrementan la expresion de ACE2 y
TMPRSS?2 en las células del epitelio pulmonar y, por lo tanto, la propagacion del virus
esta favorecida a través del tracto respiratorio [125]. Por el contrario, los estrogenos, mas
presentes en mujeres, proporcionan propiedades antinflamatorias con mejor autocontrol
de la respuestas inflamatorias, e induce una menor expresion de ACE2 en las células

alveolares, endoteliales, renales, entre otros [126].

La edad es un factor relevante en la severidad de la COVID-19 que ademads se
relaciona con un mayor riesgo de secuelas en edades avanzadas [127]. De hecho, los
ancianos constituyen un importante grupo de riesgo, aunque la severidad de la
COVID-19 en pacientes pediatricos sigue siendo un tema controvertido. En ambos casos
se ha postulado que depende de la inmunosenescencia de las personas envejecidas y, por
otro lado, de la inmadurez del sistema inmune en edades tempranas que aunque en estos
ultimos tienden a un perfil asintomatico, ciertos grupos se manifiestan altos niveles de
CXCL10, GM-CSF y linfocitos B y T, que se asocian a una hiperactivacion inmune que

deriva en dafio organico [128-130].

Otro de los factores determinantes en la respuesta a la infeccion por COVID-19
son los grupos sanguineos, descubiertos por Karl Landsteiner en 1901. Estos grupos

consisten en tres alelos denominados A, B o O codificados por el gen ABO. La
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combinacion de los tres alelos en los hematies resulta en seis posibles genotipos y cuatro
fenotipos posibles con o sin antigenos en el hematie y anticuerpos en el plasma. Desde su
descubrimiento, los grupos sanguineos han mostrado relacion con diversos desordenes e
infecciones. Concretamente, se ha determinado su papel en la susceptibilidad o en la
severidad de infecciones como la hepatitis B, Helicobacter pylori y enfermedades por
coronavirus, incluido el SARS-CoV-2[131,132]. Los pacientes con el grupo A muestran
mayor tasa de infeccion en comparacion a los grupos O, especialmente en las regiones
donde ese grupo sanguineo es mas prevalente [133]. De la misma forma, numerosos
articulos destaca la importancia respecto a la severidad, siendo mayor en los pacientes
con grupo A 'y sobre todo se le atribuye al grupo O una menor mortalidad [134-136]. Se
han propuesto numerosos mecanismos que explican la elevada susceptibilidad en relacion
con el grupo sanguineo. Por un lado, los anticuerpos anti-A, presente en el grupo O y en
el grupo B, es capaz de interaccionar con la proteina S y dificultar la adhesion del virion
a la célula que expresa ACE2. Sin embargo, estudios posteriores han esclarecido que los
anticuerpo anti-A del grupo O previenen mejor de la infeccion con respecto al grupo B
debido a una unién mas especifica en relacion a la clase del anticuerpo, ya que en los
grupos O la clase es IgG mientras que en el grupo B es IgM [137,138]. Otro posible
mecanismo se corresponde con la cualidad que tiene el SARS-CoV-2 de inducir, mientras
se replica en el epitelio respiratorio, la expresion de antigenos similares a los antigenos A
o B del huésped. Cuando el virion infecta a otro huésped con un grupo sanguineo
diferente, los anticuerpos presentes en el grupo O bloquean la infeccion al nuevo huésped;
de esta forma la infeccion proveniente de un individuo del grupo A estard afectada
negativamente cuando otro individuo del grupo B o O contraiga la infeccion y, al mismo
tiempo, los viriones provenientes de individuos del grupo A o AB correran mayor riesgo
de infeccion al carecer de anticuerpos anti-A [139]. Otra explicacion esta relacionada con
el sistema de la coagulacion ya que el factor VIII y el factor de Von Willebrand inducen
una mayor expresion del antigeno A y B y por lo tanto una mayor susceptibilidad [140].
Por ultimo, ciertos tipos de polimorfismos en pacientes del grupos sanguineos A y B
presentan una mayor expresion de ACE2 que se correlaciona con riesgo de insuficiencia

respiratoria asociada a la COVID-19 [141,142].

La obesidad constituye un importante factor de riesgo de la COVID-19 (Fig. 8).
Los estudios que comparan individuos en funcion del indice de masa corporal superior a

30 Kg/m? con un menor indice, presentan mas probabilidad de ingreso en las UCI, no
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solo por la intensificacion de las manifestaciones respiratorias sino también por
complicaciones renales y coagulopatias [143]. Se ha observado que la respuesta Th2 y
actividad de los linfocitos Treg esta alterada, correlacionando con una peor resolucion de
la infeccion[144]. Adicionalmente, la obesidad tiene una base inflamatoria donde células
inmunitarias tales como macréfagos, células dendriticas y linfocitos T citotoxicos, se
acumulan en la grasa visceral derivando en una incapacidad de la respuesta inmune para
actuar adecuadamente junto a una producciéon adicional por parte de los adipocitos de
citoquinas proinflamatorias importantes en la severidad de la COVID-19, como IL-6,
TNF-0y CXCL-10[110]. Se considera también que el aumento en la expresion de ACE2
por parte de los adipocitos podria constituir un reservorio para el SARS-CoV-2, lo que
dificulta su eliminacion y retroalimenta el fondo inflamatorio que da como resultado a un

peor prondstico en pacientes obesos [145].

~ ™
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Figura 8: Manifestaciones clinicas y mecanismos de riesgo de COVID-19 en individuos con obesidad.

Imagen obtenida de la publicacion Popkin BM et al. [144].

La diabetes es otro de los factores que influye negativamente en el desarrollo de
una respuesta inmune eficaz contra el SARS-CoV-2, debido a que se correlaciona con una
menor produccion de IFN-a [146]. De hecho, se piensa que el propio virus altera el
metabolismo glucidico en pacientes diabéticos de tipo 2, resultando en una hiperglucemia
persistente en ayunas que contribuye a la severidad y a un mayor riesgo de intubacion
[147]. Por un lado, la hiperglucemia incrementa la expresion y glicosilacion de ACE2 en

células pulmonares, renales y cardiaca, derivando en una mayor susceptibilidad a la
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infeccion ya que el virus tiene mas facilidades de infectar a la célula huésped [148,149].
Por otro lado, hay una alteracion en el correcto funcionamiento de neutréfilos,
macrofagos, monocitos y células NK por el cual hace que la infeccidon no se resuelva
correctamente. Esto es debido a que la glicosilacion de las inmunoglobulinas afecta al
complejo mayor de histocompatibilidad de clase I, lo que deriva en una hiperactivacion
de la respuesta inmune [110,150,151]. Adicionalmente, la hiperglucemia induce que los
monocitos reclutados en el tejido pulmonar incrementen la produccion de especies
reactivas de oxigeno en relacion con la estabilizacion del factor inducible por hipoxia 1a.
Un mayor estrés oxidativo, que ademas viene asociado a una dislipidemia en pacientes
obesos con diabetes de tipo 2, da lugar a un contexto hiperinflamatorio con una inhibicion
de la respuesta mediada por linfocitos T y un mayor dafio tisular [152,153] Finalmente,
es importante destacar que altos niveles de glucosa dificultan la presentacion antigénica
entre las células dendriticas y linfocitos T CD4+ lo que impide el correcto desarrollo de

una correcta respuesta antiviral [154].

La COVID-19 frecuentemente intensifica los problemas renales previos, alterando
valores sobre la tasa de filtracion glomerular, creatinina, proteinuria, hematuria y urea.
Como consecuencia, hay un alto riesgo de ingreso en UCI cuando el pacientes presenta
nefropatias previas [155]. Se sugiere que los restos celulares, como resultado de la
infeccion y de la respuesta inmune descontrolada, son ineficazmente depurados y
terminan agravando ain mas la funcion renal [110]. Ademas, el rindn expresa ACE2 vy,
en situaciones mas severas, el virus puede afectar a diferentes 6rganos [156]. Finalmente,
cabe destacar la correlacion entre pacientes que han necesitado posteriormente terapia
renal sustitutiva por dafio renal agudo con una alta tasa de infeccion del SARS.CoV-2,

sugiriendo que existe un impacto a largo plazo a nivel renal [157].

Los pacientes con patologias cardiovasculares previas, tales como hipertension,
infarto de miocardio y ateroesclerosis, suelen presentar un mayor riesgo de evolucionar
desfavorablemente o de desarrollar secuelas post-COVID-19 [158]. E1 SARS-CoV-2
produce una hiperpotasemia que implica alteraciones en la conduccion cardiaca, con la
consiguiente disminucion de la presion arterial [159]. Como mecanismo de
compensacion, el sistema renina-angiotensina-aldosterona es activado para restaurar la
presion arterial. Sin embargo, el SARS-CoV-2 compite con la angiotensina II, cuya

acumulacion, mayor en los pacientes con patologias cardiovasculares, incrementa el
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riesgo de trombosis, fibrosis pulmonar, inflamacion sistémica y estrés oxidativo [160]

(Fig. 9).
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Figura 9: Papel del sistema renina-angiotensina-aldosterona en pronostico de pacientes COVID-19 con

patologias cardiovasculares previas. Imagen obtenida de la publicacion Tsampasian V et al. [160].

Los pacientes inmunocomprometidos, que comprenden desde inmunodeficiencias
primarias, adquiridas hasta pacientes trasplantados, constituyen un grupo de riesgo muy
importante. No obstante, la evolucion desfavorable puede variar entre los grupos. En el
caso de las inmunodeficiencias heredadas o primarias presentan una enfermedad mucho
mas prolongada con un riesgo proporcional a desarrollar sepsis [161]. El sindrome de
inmunodeficiencia adquirida por el virus del HIV produce una mayor severidad de la
COVID-19 por la aparicion de infecciones secundarias oportunistas [162]. Por ultimo, los
pacientes trasplantados tanto por células hematopoyéticas o por trasplantes de 6rganos
presentan una alta tasa de ingreso en las UCI debido al tratamiento con inmunosupresores

que favorecen una mayor replicacion del virus y, por lo tanto, una mayor carga viral [163].
5. Diagnosis y prognosis de la COVID-19

Distinguir la COVID-19 con respecto a otras enfermedades respiratorias
basandose unicamente en las manifestaciones clinicas resulta complejo. A pesar de que la
ageusia y anosmia esta significativamente asociada a las infeccion por SARS-CoV-2, su
frecuencia de aparicion es baja [164,165]. Las pruebas de amplificacion de acidos
nucleicos son los métodos de deteccion por excelencia del SARS-CoV-2. En este sentido,
la amplificacion isotérmica proporciona excelentes resultados, pero la RT-qPCR sigue
siendo la técnica “gold standard” para identificar la presencia del virus mediante el RNA

viral obtenido de las vias respiratorias superiores. [166,167]. Aunque las secuencias
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amplificadas han sido diversas, incluyendo las correspondientes a la proteina S, proteina
N, proteina E y la polimerasa del virus, ninguna proporciona mas ventaja a la hora de
incrementar la sensibilidad y especificidad [168]. A pesar de la alta sensibilidad en
condiciones ideales, existe un problema de falsos negativos que comprende entre el 2-

58%:; por lo que la utilidad predictiva en la evolucion del paciente es ineficaz [169,170].

Otros métodos empleados en la deteccion del SARS-CoV-2 son las pruebas de
antigenos y pruebas serologicas. La ventaja de las pruebas antigénicas es la facilidad y
rapidez en obtener un resultado, aunque es una técnica de menor sensibilidad con respecto
a las técnicas de amplificacion de acidos nucleicos [171]. Por otro lado, las pruebas
serologicas detectan de manera indirecta si la infecciéon ocurridé recientemente o de
manera mas tardia; al menos tres semanas después del comienzo de los sintomas debido
a la seroconversion de IgM a IgG. Fundamentalmente las pruebas serologicas
proporcionan datos epidemioldgicos precisos acerca de la prevalencia e incidencia de la
enfermedad, ya que permite la deteccion de las infecciones en individuos asintomaticos,
que igualmente generan una respuesta humoral. Sin embargo, presenta poca capacidad de
deteccion durante la fase aguda de la enfermedad durante la primera semana de infeccion

[172].

Respecto a la prognosis, existe una variedad de mediciones analiticas comunes,
que son utilizadas en la practica clinica con un valor predictivo de la severidad y
mortalidad en diferentes enfermedades, incluida la COVID-19. Los principales
parametros analiticos alterados en pacientes hospitalizados por la COVID-19 son, por un
lado, el recuento de hematies, linfocitos, neutréfilos y plaquetas y por otro lado los niveles
de dimero D, proteina C reactiva (PCR), lactato deshidrogenasa (LDH), albumina,
creatinina, procalcitonina (PCT), ferritina, troponina cardiaca, péptido natriurético de tipo
B e IL-6 [173]. Aunque el uso combinado de estos biomarcadores depende de la forma
en que la COVID-19 puede generar complicaciones extrapulmonares, en términos
generales la linfocitopenia y neutropenia junto a una elevacion de transaminasas, LDH,
PCR y ferritina estan asociadas en general con una alta severidad de la enfermedad. De
hecho, la elevacion de la PCR y la disminucion de albumina plasmaética, indica propension
al desarrollo del sindrome de tormenta de citoquinas con una alta probabilidad de

mortalidad [174-176].
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Tabla 1: Variacion de los parametros analiticos en pacientes COVID-19 con una

evolucion desfavorable.

I Lymphocyte count
1 Neutrophil count

Hematologic 1 Platelet count
Biochemical 4 Albumin
it Creatinine

it Lactate dehydrogenase

it Cardiac troponin

it B-type natriuretic peptide
I Oxygen saturation

Inflamratory 1 C-reactive protein
it Ferritin
1 Procalcitonin
T Interleukin-6
Coagulation it D-dimer

Tabla obtenida de la publicacion Fang FC et al. [177]

El dimero D se refiere a los productos de degradacion de la fibrina, tras la
disolucion del coagulo durante el proceso de fibrinolisis. Se suele usar en la practica
clinica como una prueba altamente sensible para el diagnostico de estados tromboticos
como embolismo pulmonar o coagulacion intravascular diseminada [178]. En los
pacientes COVID-19 se emplea frecuentemente durante complicacion pulmonares y para
la monitorizacion de riesgo de tromboembolia venosa [179]. La PCR es producida en los
hepatocitos junto a otras proteinas de fase aguda en respuesta a la [L-6 y potenciada por
la IL-1 [180]. Constituye un importante activador de la cascada del complemento, a nivel
de Clq, y promueve la secrecion de citoquinas proinflamatorias [181]. Como
biomarcador, la PCR se emplea en la artritis reumatoide, enfermedades cardiovasculares
e infecciones bacterianas [182]. Sin embargo, los niveles de PCR pueden variar por
factores como la edad, genero, habito de fumar y presion arterial; es decir, puede resultar
un biomarcador con alta sensibilidad, pero inespecifico [183]. Respecto al COVID-19, en
etapas tempranas de la enfermedad esta asociado a dafio pulmonar y, por lo tanto, con la
severidad y mortalidad [184]. Se ha descrito una correlacion inversa entre los niveles de
PCR vy el indice de Kirby; siendo una medida de fallo pulmonar expresado como el

cociente entre la presion parcial de oxigeno arterial y la fraccion inspiratoria de oxigeno

37



Capitulo I: Introduccion

[185]. Adicionalmente puede predecir la mortalidad en combinacidon con una disminucion
de la albumina plasmatica [186]. La LDH es una enzima intracelular cuya presencia esta
directamente relacionada con dafio y muerte celular, hipoxia en el caso de fallo
respiratorio, enfermedades hematopoyéticas y del sistema linfoide y procesos
inflamatorios en pulmon, pericardio y pancreas [187]. En pacientes hospitalizados por
COVID-19, la LDH es un biomarcador relevante en relacion con las complicaciones
respiratorias. Se ha descrito su capacidad para predecir la mortalidad y monitorizacién de
pacientes intubados largos periodos de tiempo, cuando se combina con la enzima
aspartato aminotransferasa. Adicionalmente, puede actuar como un predictor del
sindrome de distrés respiratorio agudo en combinacién con la ferritina y tioles; una
medida de estrés oxidativo [185]. La creatinina es un metabolito producido en el tejido
muscular y cuya concentracion plasmdtica permite evaluar la funcidon renal.
Aproximadamente el 22% de los pacientes COVID-19 presentan niveles anormalmente
altos de creatinina y un 11,9% desarrollan dafio renal agudo; que junto con la presencia
de hematuria y proteinuria, incrementa notablemente la mortalidad en dichos pacientes
[188]. La PCT es el pro-péptido de la hormona calcitonina, producida por las células C
de la glandula tiroides. Durante una infeccion grave con manifestaciones sistémicas, se
incrementa su produccion notablemente. En la COVID-19, la PCT ha probado ser un
biomarcador sensible para predecir severidad y mortalidad, en concreto cuando hay dafio
renal agudo, pero resulta poco especifico ya que los factores que producen su incremento
pueden ser variados y mantenerse en el tiempo [185,189]. La ferritina es una molécula
producida por el higado cuya funcion clasica es mantener la homeostasis del hierro. No
obstante, posee otras funciones relacionadas con la respuesta inmune. De hecho, IL-1J,
IL-6 y TNF-a inducen una mayor produccion de ferritina en sangre, formando parte de
las proteinas de fase aguda cuya funcion es reducir el dafio tisular mientras se promueve
la reparacion tisular. Concretamente, la ferritina contribuye a reducir el estrés oxidativo,
derivado de las especies reactivas de oxigeno generadas por los macréfagos y neutrofilos
[190]. En pacientes COVID-19, la ferritina se encuentra frecuentemente elevada en
estadios tardios de la enfermedad, demostrado ser eficaz para predecir el desarrollo de
sindrome de distrés respiratorio agudo y estudios de supervivencia tras la extubacion
[176]. Sin embargo en etapas tempranas no hay elevacion lo suficientemente alta, hasta
que el paciente manifiesta linfocitopenia y produccion incontrolada de citoquinas
proinflamatorias [191]. La troponina cardiaca y el péptido natriurético de tipo B son

biomarcadores cominmente empleados para la deteccion precoz de disfuncion sistolica
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y monitorizacion de cardiotoxicidad en pacientes oncologicos. Durante las
complicaciones cardiovasculares derivadas de la COVID-19, ambos biomarcadores
tienen un valor pronostico en la mortalidad [192]. Especificamente, cuando hay un
incremento en los niveles de troponina cardiaca que se asocia a un mayor riesgo de
ingreso en la unidad de cuidado intensivo y mortalidad intrahospitalaria [193]. Sin
embargo, su uso se limita en algunos casos a las complicaciones cardiovasculares de la
COVID-19 [194]. Por otro lado, la IL-6 ha sido ampliamente caracterizada como
biomarcador temprano de severidad en pacientes COVID-19, debido a su importancia en
la desregulacion de la respuesta inmune que finalmente deriva en el sindrome de la
tormenta de citoquinas [173]. Especialmente el uso combinado de la PCR con la IL-6
ayuda notablemente a predecir si los pacientes COVID-19 precisaran de ventilacion
mecanica [195]. No obstante, no resulta un biomarcador eficaz para la mortalidad [115].
Finalmente, todos los biomarcadores descritos, empleados habitualmente en la practica
clinica, pueden ayudar a la monitorizacion de las diferentes complicaciones que puede
presentar los pacientes COVID-19 tras el ingreso en UCI, proporcionado una herramienta

eficaz para reducir el alto riesgo de mortalidad (Fig. 10).
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Figura 10: Biomarcadores propuesto para el manejo de pacientes COVID-19 ingresados en UCI en funcion
de las complicaciones clinicas. Doppler transcraneal secuencial (TCD), Didmetro de la vaina del nervio
optico (ONSD), presion arterial media (PAM), frecuencia cardiaca (FC) al ingreso, tomografia

computarizada (TC), lactato deshidrogenasa (LDH), proteina C reactiva (PCR), Enolasa neuronal especifica
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(NSE), polipéptido ligero de neurofilamentos (NfL), proteina acida fibrilar glial (GFAP), hormona
estimulante tirotropa (TSH), Lipocalina asociada a la gelatinasa de neutrofilos (NGAL), aspartato
transaminasa (AST), alanina aminotransferasa (ALT), gamma-glutamil transferasa (gGT), interleucina-6
(IL-6), péptido natriurético cerebral (BNP), nitrégeno ureico (UN), prohormona N-terminal del BNP (NT-
proBNP). Imagen obtenida de la publicacion Battaglini D et al. [176].

6. Tratamiento frente a SARS-CoV-2

Uno de los aspectos intensamente investigados actualmente sobre la COVID-19
es el desarrollo de tratamientos para aquellos pacientes que manifiestan sintomas clinicos
severos. Los enfoques terapéuticos van dirigidos por una parte a interferir en el ciclo
replicativo del virus y, por otro lado, a modular la respuesta inmune del huésped para
resolver satisfactoriamente la infeccion. En la Fig. 11 se muestran las principales
estrategias terapéuticas basadas en el uso de diferentes tipos de inhibidores para el virus
y huésped, reguladores de la respuesta inmune, anticuerpos neutralizantes y farmacos

antiinflamatorios [196].
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Figura 11: Principales enfoques y estrategias terapéuticas frente a la COVID-19. Imagen obtenida de la

publicacion Yuan Y et al. [196].
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6.1. Agentes antivirales contra SARS-CoV-2

Remdesivir fue el primer agente antiviral propuesto para su uso contra el SARS-
CoV-2. Es conocido por su eficacia contra el virus del Ebola y coronavirus como el
SARS-CoV y MERS-CoV. Interfiere con la replicacion del virus mediante la inhibicion
de la RNA polimerasa dependiente de RNA (RdRp). Una vez metabolizado por las
células, el principio activo conocido como remdesivir trifosfato es utilizado por la RdRp
durante la replicacion. Una vez incorporado, el remdesivir monofosfato contiene un grupo
cianuro que impide el avance de la RdRp bloqueando asi el ciclo replicativo. Ademas, el
remdesivir impide la actuacion de la exonucleasa expresada por el propio virus, lo que
evita los mecanismos de reparacion que actiian durante la replicacion del RNA viral [197].
Aungque al principio de la pandemia se aprobd su uso por parte de la FDA, hoy en dia la
eficacia del remdesivir sigue siendo un tema controvertido. Por un lado, hay ensayos
clinicos aleatorizados que afirman una alta eficacia del remdesivir en impedir la
progresion de la COVID-19 a formas severas, informandose incluso de una disminucion
del riesgo de hospitalizacion y fallecimiento a los 28 dias del 87% con respecto al grupo
placebo [198]. Sin embargo, otros ensayos clinicos, publicados en la misma revista,
informan de lo contrario, debido a que la administracion del inhibidor no supuso una
mejora en las manifestaciones respiratorias de los pacientes [199]. Finalmente, se han
probado otros inhibidores de la replicacion del SARS-CoV-2, como el Favipiravir, pero
con resultados desfavorables en cuanto a reducir la carga viral o la probabilidad de
hospitalizacion a pesar de la alta eficacia que sugirieron otras publicaciones previas [200—

202].

Al principio del ciclo replicativo del SARS-CoV-2, resulta esencial el
procesamiento de ORF1lab por parte de una proteasa codificada por el propio virus. La
inhibicién de dicha proteasa podria constituir un método terapéutico efectivo;
concretamente, se ha propuesto el uso de un farmaco ya aprobado por los organismos
reguladores, como el lopinavir que se usa habitualmente para los pacientes infectados por
HIV. Sin embargo, a pesar de que su uso combinado con ritonavir puede incrementar la
biodisponibilidad del lopinavir, su eficacia no esta asegurada para los casos de COVID-
19, ya que muestra una ligera disminucion de los sintomas y tiempo de estancia
hospitalaria cuando se afiade un agonista de IFN-B, pero en los casos mas severos no

resulta eficaz [196,203,204].

41



Capitulo I: Introduccion

Los nucleo6sidos son un grupo de compuestos quimicos que pueden actuar sobre
la transcriptasa inversa del HIV, pero también presentan propiedades antivirales contra
otros grupos diferentes de transcriptasas como es el caso del SARS-CoV-2. Un ejemplo
es la azvudina que muestra eficacia en la eliminacion temprana del virus y de hecho el
organismo regulador del medicamento en china aprobd su uso en adultos para la
eliminacion del virus de manera precoz en estadios leves de la enfermedad [205]. Incluido
dentro del grupo de moléculas, el molnupiravir ha demostrado ser eficaz a la hora de
reducir a la mitad el riesgo de hospitalizacion en pacientes con manifestaciones
moderadas de COVID-19, que presentaban factores de riesgo a evolucionar
desfavorablemente [206]. De hecho, en Estados Unidos y Reino Unido se aprob6 su uso

para adultos con manifestaciones moderadas de la COVID-19.

Impedir la entrada del virus podria constituir un método eficaz de tratamiento
contra el SARS-CoV-2 ya que interfiere en el primer paso de la replicacion del virus. La
amantadina se usa en ese sentido contra la gripe A. Para que el genoma del SARS-CoV-
2 sea liberado del endosoma al citoplasma, es necesario el procesamiento de la proteina
S en un medio acido. La amantadina induce un medio alcalino, bloqueando asi dicha etapa
del ciclo replicativo del SARS-CoV-2 [207]. Los ensayos clinicos realizados hasta el
momento informan de su eficacia en pacientes no vacunados con manifestaciones leves

o moderadas de la COVID-19 [208].

Otros compuestos como la azitromicina, hidroxicloroquina o una combinacion de
ambas han sido probados en los ultimos afos, pero han resultado ineficaces a pesar de
que los ensayos clinicos han descartado el riesgo de que la hidroxicloroquina pueda
inducir una prolongacion de del intervalo QT vy, por lo tanto, riesgo de arritmias

ventriculares graves [209].
6.2. Terapias dirigidas al huésped frente al SARS-CoV-2

El tratamiento con anticuerpos monoclonales dirigidos a la proteina S
(neutralizantes), constituye una linea de investigacion activa debido a la alta eficacia
contra el SARS-CoV-2. Bamlanivimab resulta eficaz en reducir la carga viral y la tasa de
hospitalizaciones. No obstante, no resulta efectivo para mejorar las manifestaciones
clinicas y la evolucion en pacientes COVID-19  hospitalizados [210,211]. La
combinacion de bamlanivimab con otro anticuerpo monoclonal denominado etesevimab

potencia la reduccion de la carga viral en pacientes ambulatorios con riesgo a
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hospitalizacion y muerte [212]. El principal inconveniente con respecto al uso de
anticuerpos neutralizantes, es la posibilidad de que las variantes desarrollen resistencia

por modificaciones en la proteina S [213].

La accion de las citoquinas proinflamatorias que se asocian con la severidad de la
COVID-19, son reguladas por la via de sefializacion JAK/STAT. Los inhibidores en la
quinasa Janus (JAK) conforma una estrategia terapéutica prometedora para numerosas
enfermedades con base inflamatoria como la artritis reumatoide, mielofibrosis y
policitemia vera [214,215]. En el COVID-19, los inhibidores de la JAK como baricitinib,
ruxolitinib, tofacitinib y nerizutinib, han demostrado inducir una mejoria en los pacientes
hospitalizados, y son actualmente utilizados para contener los efectos derivados de la

hiperproduccién de citoquinas proinflamatorias [196].

Finalmente, con el objetivo de reducir la respuesta inflamatoria los corticoides han
probado ser farmacos eficaces en otras patologias inflamatorias. Los ensayos clinicos han
demostrado que la dexametasona, budesonida, hidrocortisona y metilprednisolona,
mejoran la supervivencia de los pacientes COVID-19 con manifestaciones severas [216].
Sin embargo, el control de la dosis es especialmente importante para no suprimir

desfavorablemente la respuesta inmune.
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La aparicion del SARS-CoV-2 a finales del 2019, dio lugar a un problema en los
sistemas de salud de la mayoria de los paises del mundo. La emergencia sanitaria requeria
conocer aspectos detallados de la enfermedad, lo que se maximizo6 en el momento en que
la OMS declarase la pandemia el 11 de marzo de 2020. Espana fue uno de los paises mas
afectados durante estas primeras etapas de la pandemia, con un elevado nimero de
pacientes hospitalizados e ingresados en las UCI. Desde aquel momento hasta declararse
el fin de la pandemia el 5 de mayo de 2023, no ha vuelto a suceder una situacioén similar
gracias a las medidas preventivas implementadas, a los programas de vacunacion y
sistemas de vigilancia. Sin embargo, lejos de erradicarse, el SARS-CoV-2 se encuentra
en constante cambio y las vacunas no proporcionan una cobertura indefinida. Las
diferentes formas en que la COVID-19 se manifiesta entre los pacientes supone un
problema a la hora de predecir con exactitud aquellos casos con una evolucion mas
desfavorable, ya que depende de complejos factores que condicionan la fisiopatologia de

la enfermedad.

Un aspecto clave de la COVID-19 es la desregulacion de la respuesta inmune que
induce el SARS-CoV-2 sobre ciertos pacientes de riesgo. Desde un primer momento se
describié que la infeccion producia elevados niveles de citoquinas proinflamatorias,
acompafiado con linfocitopenia y un estado protrombotico, compatible con un sindrome
de tormenta de citoquinas. Concretamente, IL-1, IL-6 o IFN-y fueron las primeras
citoquinas en las que se observd su incremento de acuerdo con la severidad de la
COVID-19. En la practica clinica habitual se cuantifican una serie de pardmetros
analiticos imprescindibles, pero resultan imprecisos y complejos a la hora de asegurar de
manera exacta un prondstico desfavorable. Las citoquinas abordan de manera especifica
un aspecto clave en la fisiopatologia la COVID-19, ayudando tomar decisiones que

ayuden a mitigar las consiguientes manifestaciones clinicas.

Por otro lado, el SARS-CoV-2 dispone de diversos mecanismos capaces de influir
sobre la respuesta inmune y que juegan un papel clave a la hora de impedir la eliminacion
eficaz de la infeccion, ya que el propio virus condiciona a una respuesta ineficaz con
incremento de citoquinas proinflamatorias. Por ejemplo, se destaca coémo el
SARS-CoV-2 es capaz de evadir la respuesta mediada por los interferones de tipo I,
esenciales a la hora de contrarrestar las infecciones virales. De manera detallada, se
impiden el correcto funcionamiento de las vias de sefalizacion que induce tanto la

expresion como el efecto de los interferones de tipo I. Ademas, la expresion a nivel
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transcripcional y traduccional en la célula huésped queda dificultada a favor de la
replicacion del SARS-CoV-2. Los efectores responsables de condicionar la respuesta
inmune, como el caso de los interferones de tipo I, son las proteinas no estructurales del
propio virus y los miRNAs generados tanto por el propio huésped, inducidos por la
infeccion, como los propios miRNAs que expresa el propio virus. Considerando su
potencial durante la patogenia de la COVID-19, su caracterizacion podria proporcionar
una herramienta eficaz a la hora de predecir pronosticos desfavorables en pacientes

COVID-19 susceptibles.

Teniendo en cuenta lo expuesto, explorar la capacidad predictiva de marcadores
importantes en la fisiopatologia de la COVID-19, podria proporcionar una herramienta
que ayude al manejo de pacientes con riesgo de evolucionar desfavorablemente. En esta
Tesis Doctoral se cuantifica a partir de plasma dos tipos de biomarcadores: citoquinas y
miRNAs, con el objetivo de que puedan usarse para la prognosis de pacientes

hospitalizados.
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Capitulo Ill: Hipdtesis y Objetivos

La hipotesis de esta Tesis Doctoral es evaluar si en cierto grupo de pacientes
COVID-19 se produce una serie de mediadores que tienen asociados una respuesta
inmune insuficiente para contener la infeccion, lo que deriva en formas severas o criticas
de la enfermedad. Se plantea que la cuantificacion de dichos mediadores plasmaticos, que
contribuyen en parte a la fisiopatologia de la COVID-19, poseen un valor pronostico en

pacientes hospitalizados.

Para dar respuesta a la hipotesis que se plantea, se considera la cuantificacion de
citoquinas y miRNAs para determinar cudles podrian actGan como biomarcadores de

gravedad.
Los objetivos secundarios son:

1. Describir un modelo simple, preciso y robusto basado en el perfil de citoquinas,
datos analiticos y clinicos, para predecir severidad y mortalidad en base al
requerimiento de ventilaciéon mecénica en pacientes con riesgo de exitus.

2. Determinar de qué forma varian las citoquinas implicadas de manera significativa
en la mortalidad y establecer grupos de citoquinas y tiempos mas adecuados en
determinar un fatal desenlace.

3. Identificar miRNAs implicados en la mortalidad y, asi, inferir en los aspectos

relevantes de la respuesta inmune que afectan a la mortalidad.
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Capitulo IV: Materiales y Métodos

1. Diseiio y poblacion de estudio

Se realizaron tres estudios retrospectivos de pacientes diagnosticados de
COVID-19 con resultado positivo de RT-qPCR para SARS-CoV-2, ingresados en el
Hospital Clinico Universitario de Valladolid (Espafia) entre el 24 de marzo y el 11 de abril
de 2020. Los resultados sobre el perfil citoquinas estuvieron conformados por 108
pacientes y los resultados relativos a la secuenciacion de miRNAs por dos cohortes: una
de 36 pacientes y una segunda cohorte de comparacion conformada por 32 pacientes
COVID-19. Se excluyeron los pacientes con otras infecciones activas o cualquier
enfermedad crénica terminal y pacientes que recibieron tratamientos especificos de
COVID-19. Ademas, se reclutaron 33 voluntarios sanos sin COVID-19 como controles.
Los presentes estudios fueron aprobados por el Comité de Etica Clinica (CEIm) del
Hospital de Valladolid (cod: PI 20-1717) y se actud de acuerdo con el codigo ético de la

Declaracion de Helsinki.

Sobre los resultados del perfil de miRNAs, se empled una segunda cohorte para
comparar los miRNAs de EVs en plasma con respecto a los miRNAs libres en plasma.
Esta segunda cohorte proviene de un estudio observacional multicéntrico realizado en 3
hospitales publicos espafioles [217]: Hospital Universitario Infanta Leonor, Hospital
Universitario Del Tajo, y Hospital Universitario Principe de Asturias. Estos pacientes
fueron reclutados entre marzo y agosto de 2020, donde se seleccionaron 32 pacientes con
COVID-19 y 12 controles para su reanalisis y comparacion con resultados propios. El
Comité Etico del Instituto de Salud Carlos III (PI 33_2020-v3) y el comité ético de cada
hospital aprobaron el protocolo del estudio, y se obtuvo el consentimiento informado por
escrito de los pacientes o representantes legales antes del reclutamiento. Esta
investigacion también se realiz6 de acuerdo con el codigo ético de la Declaracion de

Helsinki.
2. Datos clinicos y coleccion de muestras

Los datos demograficos, clinicos y analiticos de cada paciente fueron registrados
para su uso durante el analisis estadistico. Las muestras de plasma del primer, tercer y
sexto dia de ingreso fueron extraidas en tubos estandar de 3,2% de citrato de sodio.
Posteriormente las muestras fueron centrifugadas a 2000xg durante 20 minutos a

temperatura ambiente y el plasma resultante fue alicuotado y congelado a -80°C hasta su

56



Capitulo IV: Materiales y Métodos

uso. Para el estudio de los miRNASs, todas las muestras fueron recolectadas en la misma

hora para evitar variaciones propias de los ciclos circadianos.
3. Analisis del perfil de citoquinas

La concentracién de 45 citoquinas fue determinadas a través del kit 45-plex
Human XL Cytokine Luminex Performance Panel (R&D) de acuerdo con las
instrucciones del fabricante. Las citoquinas analizadas fueron las siguientes: BDNF, EGF,
eotaxin (también conocida como CCLI11), FGF-2, GM-CSF, GRO-a (CXCL1), HGF,
IFN-a, IFN-g, IL-1a, IL-1 b, IL-10, IL-12 p70, IL-13, IL-15, IL- 17a (CTLA-18), IL-18,
IL-1RA, IL-2, IL-21, IL-22, IL-23, IL-27, IL-31, IL-4, IL-5, IL-6, IL-7, IL-8 (también
conocida como CXCLS), IL-9, IP-1 beta (CCL4), IP-10 (CXCL10), LIF, MCP-1 (CCL2),
MIP- 1a (CCL3), NGF-b, PDGF-BB, PIGF-1, RANTES (CCLS), SCF, SDF-1a, TNF-a,
TNF- b, VEGF-A, and VEGF-D.

4. Analisis del miRNoma por secuenciacion de alto rendimiento, analisis

bioinformatico de los datos y prediccion de las dianas.

El RNA total, incluidos RNA de menor tamafio, fueron aislados a partir de las EVs
de plasma sanguineo mediante el kit exoRNeasy Midi (Qiagen), siguiendo las
instrucciones del fabricante. La calidad y cantidad del RNA se evaluaron con el
Bioanalyzer 2100 utilizando el kit Agilent RNA 6000 Nano. Las bibliotecas de RNA
pequefio se construyeron con el kit NEXTFLEX Small RNA-Seq version 4 para
plataformas Illumina (PerkinElmer). Posteriormente, los RNA pequefios fueron
secuenciados en el NovaSeq 6000 (Illumina) por ADM-BIOPOLIS GENOMICS en el
Parc Cientific de la Universitat de Valéncia (Espaia), estimandose mas de 10 millones de
lecturas por muestra. Las secuencias de miRNAs de cada muestras derivadas de EVs
pueden consultarse en BioStudies con el nimero de acceso S-BSST1192, mientras que
las secuencias de miRNAs derivados de plasma pueden consultarse con el numero de

acceso E-MTAB-10562.

Los datos de secuenciacion en bruto provenientes de archivos BCL fueron
convertidos al formato FASTA mediante la herramienta bcl2fastg (Illumina). Se realizo
la desmultiplexacion para asignar las lecturas individuales a sus respectivas muestras.
Para garantizar la calidad de los datos, se eliminaron las lecturas que no cumplian con el

filtro de castidad de Illumina debido a llamadas de bases ambiguas. Las lecturas restantes
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fueron evaluadas mediante FastQC (version 0.11.3), y las secuencias de adaptadores

fueron eliminadas con cutadapt (version 1.13).

Se utilizd6 miRDeep?2 (version 0.0.7) para el alineamiento de lecturas contra el
genoma humano de referencia (GRCh38), utilizando el médulo mapper.pl basado en
Bowtiel. Los criterios de retencion incluyeron cero desajustes en la region semilla (seed
region) y alineamiento en menos de cinco loci gendémicos. La cuantificacion de miRNAs
se realiz6 mediante el mddulo quantifier.pl, que implica el alineamiento contra secuencias
maduras de miRNAs predefinidas y la cuantificacion de lecturas dentro de un intervalo
especifico alrededor de estas secuencias. Esto permite determinar la expresion de los
miRNAs conocidos correspondientes utilizando los precursores predefinidos en miRBase
(version 2.0), el cual funciona como repositorio publico de todas las secuencias de
miRNAs publicadas [13]. Para la cuantificacion, se consideraron las lecturas que se
encontraban en un intervalo de 2 nucledtidos antes y 5 nucledtidos después de las

secuencias maduras de miRNAs.

Un total de 2880 miRNAs de miRBase fueron utilizados en el alineamiento, de los
cuales 1300 miRNAs derivados de EVs plasmaticos fueron prefiltrados con conteos
suficientemente altos para el analisis de expresion diferencial. El paso de prefiltrado se

realizo con los parametros recomendados en la documentacién del paquete R DESeq?.

Los miRNAs diferencialmente expresado de manera significativa (SDE) fueron
sometidos a un andlisis de interacciéon con sus genes diana mediante los paquetes R
miRNAtap y ClusterProfiler. Se seleccionaron aquellos genes diana que presentaban tres
0 mas interacciones validadas y un valor Q < 0,05 para realizar un analisis de
enriquecimiento funcional a través de las bases de datos de Kyoto Encyclopedia of Genes
and Genomes (KEGG) y Gene Ontology (GO) para procesos biologicos. La significancia

se establecid con un valor Q < 0,05.
5. Analisis estadistico

El andlisis estadistico tiene en cuenta caracteristicas clinicas y analiticas, perfil de
citoquinas y la expresion de miRNAs con aspectos de la gravedad en pacientes

hospitalizados por COVID-19, tales como intubacion, fallecimiento, o supervivencia.

Dado que la mayoria de los datos continuos no seguian una distribucion normal,

las variables continuas se presentaron como mediana y rango intercuartilico (IQR), y se
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compararon entre grupos mediante la prueba la prueba de U de Mann—Whitney o la
prueba de Wilcoxon. Las variables categdricas se describieron como frecuencias
absolutas y porcentajes, y se compararon utilizando la prueba de chi-cuadrado (y¢?) o la
prueba exacta de Fisher, segun correspondiera. En el caso de datos paramétricos, también

se utilizo la prueba t de student.

La distribucion de los valores obtenidos de la cuantificacion de citoquinas fue
evaluadas y normalizadas mediante el logaritmo en base 2 de dichos valores con el
propdsito de reducir una distribucion asimétrica, homogeneizacion de las varianzas, una
escala mejor interpretable, mejor idoneidad para pruebas estadistica y reducir el efecto

estadistico de valores extremos.

Para evaluar asociaciones preliminares entre variables clinicas, analiticas y de
citoquinas con la severidad, se realizaron andlisis de regresion logistica binaria
univariable ajustados por edad y sexo. Posteriormente, se identificaron los puntos de corte
optimos de las variables significativas (p < 0.1) mediante curvas ROC con sensibilidad y
especificidad oOptimas. Estas variables fueron dicotomizadas e incluidas en analisis
multivariable, cuyo modelo fue internamente validado por el método Leave-One-Out
Cross-Validation (LOOCYV), con un remuestreo de 1000 individuos y una curva ROC
basada en las probabilidades del modelo. Se reportaron los odds ratio (OR) y el intervalo
de confianza al 95% (IC 95%). Un valor de p menor a 0.05 se considero estadisticamente
significativo. Todos estos analisis se realizaron con SPSS version 28.0 para Windows

(SPSS, Inc., Chicago, IL, EE. UU.).

En cuanto a la evolucion de las citoquinas durante los primeros dias de ingreso, se
llevo a cabo un andlisis de componentes principales (PCA) en funcidn de la mortalidad a
partir de las citoquinas que mostraron diferencias significativas entre fallecidos y
sobrevivientes en el analisis univariante en al menos uno de los tres dias analizados. Antes
de extraer factores, se evaluo la adecuacion de la muestra mediante la medida de Kaiser-
Meyer-Olkin (KMO) y la prueba de esfericidad de Bartlett para verificar la idoneidad de
los datos para el andlisis factorial. La solucion factorial se determind segun los valores
propios, que representan la varianza por cada componente. Se conservaron los factores
con valores propios >1.0, de acuerdo con el criterio de Kaiser-Guttman y el grafico de
sedimentacion. La solucion factorial se optimizé mediante rotacion Varimax. Se calculd

una puntuacion basada en factores para cada componente y se estimaron puntuaciones
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factoriales en todos los pacientes con COVID-19 en los dias primero, tercero y sexto tras
el ingreso. Para evaluar cambios en el tiempo dentro de cada grupo, se utilizé la prueba
de Friedman con comparaciones multiples de Dunn para datos no paramétricos, y analisis
de varianza de medidas repetidas (RM-ANOVA) con la prueba de comparaciones
multiples de Tukey para datos paramétricos. La regresion logistica multivariable permitid
estimar la relevancia de cada componente del PCA, diferenciando entre fallecidos y
sobrevivientes a los 28 dias. Este modelo fue validado internamente mediante remuestreo
con 1000 individuos. El area bajo la curva ROC (AUC-ROC) muestra la precision del
modelo final y de los predictores individuales. Todos los analisis estadisticos se realizaron
con SPSS version 28.0 para Windows (SPSS, Inc., Chicago, IL, EE. UU.). Se consider6

significativo un p-valor menor a 0.05.

Respecto a los andlisis de expresion diferencial de miRNAs, estos fueron
normalizados usando el método DESeq2 (version 1.38.3) y analizados mediante un
modelo lineal generalizado con distribucion binomial negativa, ajustado por edad y sexo.
Se consider6 significativo un cambio de expresion con un fold change (FC) > 1.5 y un
valor Q <0.05 (corregido el p valor por cada false discovery rate). Los datos de expresion
de miRNAs se analizaron mediante analisis discriminante de minimos cuadrados
parciales (PLS-DA) utilizando el paquete mixOmics de R (version 6.22.0) para identificar
patrones entre los diferentes grupos. Para la prediccion de riesgo de mortalidad, se empled
un modelo de regresion de Cox multivariable con penalizacion LASSO, incorporando los
miRNAs normalizados mediante transformacion de varianza estabilizada. El analisis de
mortalidad desde el ingreso hasta los 90 dias se realizdo mediante un modelo de riesgos
proporcionales de Cox, ajustado por edad y sexo, usando los paquetes survival (version
3.5.5), pROC (version 1.18.2) y survminer (version 0.4.9) de R. Se generaron curvas de
Kaplan-Meier y curvas ROC para cada miRNA SDE, considerando un area bajo la curva
(AUC) > 0.85 como excelente. Todos los analisis estadisticos descritos se realizaron
utilizando el paquete estadistico R (version 4.2.3). Se considero significativo un p-valor

menor a 0.05.
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1. Modelo predictivo de severidad y mortalidad en pacientes COVID-19 basado en

datos clinicos, analiticos y perfil de citoquinas
1.1 Variable de estudio y caracteristicas de los pacientes

La variable “intubacion o fallecimiento” tiene en cuenta tanto la severidad en
relacién a los pacientes que precisaron intubacion mecdnica invasiva en UCI, como

también la mortalidad durante la estancia hospitalaria.

Las caracteristicas clinicas segin el desenlace (intubacion o fallecimiento) se
muestran en la Tabla 1. No hubo diferencias en cuanto a edad o sexo. Respecto a la
comparacion del grupo sanguineo ABO, el tipo de sangre O se asocio significativamente
con un menor nimero de pacientes intubados o fallecidos (p = 0.035). La comorbilidad
mas frecuente en ambos grupos fue la hipertension; sin embargo, la obesidad fue la Gnica
que mostrd una diferencia significativa (p = 0.023), siendo aproximadamente cuatro veces
mas comun en el grupo intubado/fallecido. Entre los hallazgos de laboratorio, la glucemia,
creatinina, leucocitos, neutréfilos, procalcitonina, ferritina, dimero D y LDH fueron
significativamente mas altos en el grupo intubado/fallecido, mientras que el recuento total
de linfocitos fue menor en este grupo. En cuanto a los medidores hospitalarios, se observo
que los pacientes con peores desenlaces tuvieron una estancia hospitalaria mas
prolongada. De los 32 pacientes intubados en la Unidad de Cuidados Intensivos (UCI),
fallecieron 12 pacientes (37.5%) durante los 28 dias tras el ingreso. También se
registraron 20 fallecidos en toda la muestra, lo que significa que el 60% (12/20) de los

fallecimientos ocurrieron en la UCI.
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Tabla 2. Caracteristicas clinicas de los pacientes COVID-19 segtn si presentaron

intubacién o fallecimiento.

Intubacion o No intubacion ni p-valor
fallecimiento fallecimiento
(N=40) (N=68)

Edad, Aios [mediana
(IQR)] 72,5 (15,25) 72,5 (16,75) 0,195
Sexo masculino [n (%)] 22 (55,0) 37 (54,4) 0,953
Grupo sanguineo, [n (%)]
Grupo sanguineo O 8 (20,0) 27 (39,7) 0,035
Comorbilidades, [n (%)]
Fumador 4 (10,0) 574 0,631
Enfermedad coronaria 4 (10,0) 6 (8,8) 0,839
Fibrilacion auricular 5(12,5) 7 (10,3) 0,725
Diabetes 1(2,5) 0 (0,0) 0,190
Enfermedad neurologica 12,9 1(1,%5) 0,702
Ictus 0 (0,0) 1(1,5) 0,441
Hipertension 20 (50,0) 30 (44,1) 0,554
Hepatopatias 2(5) 0(0) 0,063
Obesidad 7(17.,5) 344 0,023
EPOC 3(7,5) 4(5,9) 0,742
Nefropatias 2 (5,0) 1(1,9) 0,281
Analitica, [mediana (IQR)]
Glucemia (mg/dL) 174,5 (103,75) 96,0 (35,00) <0,001
Creatinina (mg/dL) 0,9 (0,56) 0,81 (0,21) 0,042
Bilirrubina total (mg/dL) 0,5 (0,57) 0,5 (0,3,0) 0,292
Leucocitos (x10°/L) 7,87 (7,83) 6,12 (3,45) 0,001
Linfocitos (x10°/L) 0,61 (0,55) 1,00 (0,51) <0,001
Neutrofilos (x10°/L) 6,74 (7,38) 4,19 (2,99) <0,001
Procalcitonina (ng/ml) 0,23 (0,40) 0,06 (0,14) <0,001
Plaquetas (x10°/L) 211,5 (107,5) 199,0 (115,0) 0,611
Proteina C reactiva
(mg/L) 97 (153,00) 78 (99,75) 0,166
Ferritina (ug/L) 1456 (1246,50) 646 (864,75) 0,003
Dimero D (mg/L) 1594,5 (9282,0) 630 (564,5) <0,001
LDH (mmol/L) 365 (179) 300 (720) <0,001
Medidores hospitalarios, [mediana (IQR)]
Dias de hospitalizacion 22 (28) 8 (6) <0,001
Dias en UCI 14 (13) 0(0) -

Las variables continuas se representan como [mediana (rango intercuartilico, IQR)]; las variables categoricas
se representan como [n (%)]. EPOC: Enfermedad Pulmonar Obstructiva Cronica; PCR: Proteina C Reactiva;
UCT: Unidad de Cuidados Intensivos.
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1.2. Analisis del perfil de citoquinas

De las 37 citoquinas que alcanzaron la tasa minima requerida de deteccion del
20%, solo seis mostraron diferencias estadisticamente significativas entre los grupos
(Tabla suplementaria S1). La IL-15 fue la tnica citoquina cuyos niveles plasmaticos
fueron mas bajos en el grupo con peores desenlaces clinicos. Por el contrario, las
citoquinas HGF, MCP1, PDGF-BB, PIGF1 y VEGF-A se encontraron elevadas en el
grupo intubado/fallecido (Fig. 12). Los niveles fueron aproximadamente el doble en el
caso de las citoquinas HGF, PDGF-BB y VEGF-A, y seis veces mayores en el caso de la
citoquina PIGF1.
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Figura 12: Diagrama de cajas que muestra los niveles de citoquinas con diferencias estadisticamente

significativas seglin intubacion o fallecimiento.

1.3. Factores de riesgo asociados a desenlace clinico desfavorable en pacientes
hospitalizados con COVID-19

Se realiz6 un andlisis logistico univariante de cada variable clinica, analitica y de
citoquinas (Tablas suplementaria S2 y S3). Entre las variables clinicas significativas,
tres mostraron resultados estadisticamente significativos. El grupo sanguineo O presento
una asociacion protectora (OR = 0,746), mientras que la diabetes (OR = 2,97) y la
obesidad (OR = 5,36) se relacionaron directamente con un mayor riesgo de intubacion o
fallecimiento por COVID-19. Ademads, las variables analiticas que se asociaron
significativamente con los peores desenlaces; es decir, con el riesgo de intubaciéon o

fallecimiento fueron: glucemia, leucocitos, neutrofilos, procalcitonina, PCR, ferritina,
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dimero D y LDH. En cuanto al perfil de citoquinas, cuatro de las seis citoquinas que
fueron significativas en la comparacion previa se asociaron con la variable de estudio. La
HGEF fue la citoquina que mostr6 el mayor riesgo en el andlisis univariante (OR = 2,12),
seguida de MCP1 (OR = 1,6) y PDGF-BB (OR = 1,21). La IL-15 fue la Unica citoquina
con una OR menor a 1, lo que indica que sus niveles eran mas bajos en el grupo de estudio

en comparacion con los pacientes que no presentaron desenlaces clinicos adversos.

En la regresion logistica multivariante, las variables continuas significativas
generalmente mostraron una OR cercana a 1 debido a las diferencias en las variables
cualitativas como obesidad y diabetes. Con el fin de proporcionar resultados aplicables
en los servicios de urgencias, las variables continuas significativas fueron dicotomizadas
(Tabla 3). A partir de estas variables dicotomizadas, se construyé un modelo
multivariante siguiendo un método automatico de eliminacion hacia atras, que se presenta
en la Tabla suplementaria S4 y se representa en la Fig. 13. El grupo sanguineo O fue la
unica variable clinica significativa en el modelo multivariado (OR = 0,073), convirtiendo

a los grupos sanguineos no O en el segundo factor de riesgo mas importante (OR = 13,7).

Glycaemia > 134.5 mg/dL
Non O blood-group

D-dimer > 1814.5 mg/L

Feature

procalcitonin > 0.07 ng/mL
HGF> 187.5 pg/mL .
Ferritin>934 ug/L

0 5 10 15 20
Odd Ratio

Figura 13: Analisis multivariante que muestra la contribucion de cada factor de riesgo al riesgo de
intubacion o muerte.
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Los valores anormales de glucemia (OR = 15,09), dimero D (OR = 13), procalcitonina

(OR = 12,92) y ferritina (OR = 6,91) fueron las variables analiticas que, al superar los

valores de corte al inicio de la infeccidon, mostraron un mayor riesgo de desenlace

desfavorable. La unica citoquina que resultd estadisticamente significativa fue la HGF

(OR =17,38), con repercusiones similares a las variables analiticas.

Tabla 3. Estimacion del valor de corte de las variables analiticas mediante curva ROC

Glucemia
Creatinina
Leucocitos
Linfocitos
Neutrofilos
PCT
PCR
Ferritina
Dimero D
LDH
HGF
IL-15
MCP1
PDGFBB

AUC, Area bajo la curva ROC; IC, Intervalo de confianza; Sens. Sensibilidad; Espec, especificidad.

Punto de Valores
corte de ref.
134.5mg/dL. ~ 70-110
1.19 mg/dL | 0.7-1.1
9.94 x10°/L  4.5-11.5
0.8 x10°/L 1.3-4
5.48 x10°/L 2-7.5
0.07 ng/ml <0,1
145 mg/L <10
934 ng/L <307
1814.5mg/L <120
326 nmol/L <225
187.5 pg/ml -
29.6 pg/ml -
56.77 pg/ml -
182.5 pg/ml -

Sens
(%)
82,5
32,5
37,5
5,0
67,5
97.4
38,5
72,0
67,0
70,0
72,5
22,5
42,5
77,5

Espec
(%)
85,3
91,2
95,6
98,5
73,5
54,8
80,9
61,8
78,5
76,5
72,1
80,9
86,8
52,9

AUC

89,0
61,7
68,4
23,2
75,2
78,2
58,1
70,3
74,6
71,5
75,2
39,0
62,6
61,7

o8| |
g 0s !
> }
s V
»
| =
»
04 AUC Cl 95%
Low Upper
94.8 89.5 100
02
Sensitivity 91.7 81.95 101.5
Specificity 94.9 83.8 106
oo*
00 02 05 0B 10
1 - Specificity

CI195%
82,5 95,5
50,5 72,9
57,5 79,4
12,8 33,6
65,3 85,1
69,3 87,1
46,5 69,6
57,4 83,2
64,0 85,3
61,1 82,0
65,7 84,8
274 50,7
51,2 74,0
50,7 72,8

Figura 14: Validacion interna utilizando el AUC (Area bajo la curva ROC). IC, Intervalo de confianza.
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La validacion interna se realizo utilizando el AUC para determinar la sensibilidad y
especificidad del modelo multivariante (Fig. 14). El modelo mostr6é una precision del
94.8%, una sensibilidad del 91.7% y una especificidad del 95%. Ademas, realizamos otra
validacion interna siguiendo el método de remuestreo (Tabla suplementaria S5). Esta
retrovalidacion consider6 una muestra de 1000 pacientes y mostrd resultados
estadisticamente significativos en las seis variables incluidas en el modelo predictivo
multivariante (grupo sanguineo O p = 0.031; glucemia p = 0.003; procalcitonina p =
0.001; ferritina p = 0.013; dimero D p = 0.008; HGF p = 0.003) y presentd bajo sesgo al
abordar el optimismo y el sobreajuste. Esto confirmo los resultados sélidos y robustos

previamente obtenidos.

2. Evolucion temporal de los perfiles de citoquinas asociados con la mortalidad en

pacientes hospitalizados por COVID-19
2.1 Variable de estudio y caracteristicas de los pacientes

La variable de estudio es la mortalidad a los 28 dias posterior al ingreso
hospitalario. En la Tabla 4 se observa las caracteristicas basales de los pacientes. No hubo
diferencias en cuanto a género y comorbilidades entre los grupos. Considerando las
variables analiticas, los pacientes fallecidos presentaron niveles mas altos de glucemia,
creatinina, leucocitos, neutréfilos, procalcitonina, PCR, dimero D y LDH. No se
observaron diferencias significativas respecto a los medidores hospitalarios que atienden
a porcentaje de pacientes con ventilacion mecénica invasiva, duracion de la estancia

hospitalaria y duracion en UCI.
2.2. Analisis del perfil de citoquinas

Las comparaciones del perfil de citoquinas entre el grupo de fallecidos y
sobrevivientes al primer, tercer y sexto dia de ingreso muestran que 10 citoquinas
presentaron diferencias significativas en alguno de los tres momentos de la recogida de
muestra. En el dia de ingreso (Tabla suplementaria S6), se observaron diferencias
significativas en los niveles de HGF, IL-2, IL-1a, IL-15 y VEGFA. IL-15 e IL-2 fueron
las tnicas citoquinas cuyos niveles se redujeron significativamente a la mitad en el grupo
de fallecidos a los 28 dias. El resto de las citoquinas se incrementaron significativamente
en este grupo. Especificamente, IL-1a y VEGFA cuadruplicaron y duplicaron sus niveles,

respectivamente. En el tercer dia de ingreso (Tabla suplementaria S7), se encontraron
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Tabla 4. Caracteristicas clinicas de los pacientes de acuerdo con la mortalidad a los 28

dias de ingreso.

Fallecidos a los 28 dias Sobrevivientes

(N=20) (N=88) p-value
Edad, Afos [mediana (IQR)] 73,5 (14) 67 (17) 0,017
Sexo masculino [n (%)] 12 (60) 47 (53.4) 0,593
Comorbilidades, [n (%)]
Fumador 4 (20,0) 5(5,7) 0,059
Enfermedad coronaria 2 (10,0) 8(9,1) 1,000
Fibrilacién auricular 4 (20,0) 8(9,1) 0,229
Diabetes 5(25,0) 14 (15,9) 0,340
Enfermedad neurolégica 1(5,0) 1(1,1) 0,337
Ictus 0 (0,0) 1(1,1) 1,000
Hipertension 11 (55,0) 39 (44,3) 0,460
Hepatopatias 1 (,05) 1(1,1) 0,337
Obesidad 2(10,0) 8(9,1) 1,000
EPOC 2 (10,0) 5(5,7) 0,611
Nefropatias 2 (10,0) 1(1,1) 0,087
Analitica, [mediana (IQR)]
Glucemia (mg/dL) 198 (227,00) 106 (67,25) <0,001
Creatinina (mg/dL) 0,995 (0,86) 0,815 (0,23) 0,007
Bilirrubina total (mg/dL) 0,5 (0,58) 0,5 (0,39) 0,482
Leucocitos (x10%/L) 8,16 (10,23) 6,41 (3,72) 0,042
Linfocitos (x10%/L) 0,72 (0,74) 1 (0,56) 0,185
Neutrofilos (x10%/L) 7,13 (9,59) 4,73 (3,27) 0,016
Procalcitonina (ng/ml) 0,30 (0,570) 0,09 (0,195) <0,001
Plaquetas (x10°/L) 195 (95,25) 208 (117,00) 0,512
Proteina C reactiva (mg/L) 160 (190,0) 76 (95,5) 0,003
Ferritina (ng/L) 1024,5 (1137,25) 671,0 (1107,00) 0,126
Dimero D (mg/L) 2029 (23629,25) 711 (769,50) 0,015
LDH (mmol/L) 385 (183,25) 306 (96,25) 0,002
Medidores hospitalarios, [mediana (IQR)]
Ventilacion mecanica [n (%)] 12 (60,0) 21(23,9) 0,122
Dias de hospitalizacion 15,5 (11,75) 11,0 (13,50) 0,153
Dias en UCI 17,5 (8,75) 20,0 (19,50) 0,253

IQR, rango intercuartilico; EPOC, enfermedad pulmonar obstructiva crénica; PCR, proteina C reactiva;

UCI, unidad de cuidados intensivos.
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diferencias entre los grupos en BDNF, eotaxina, IL-18 y nuevamente en los niveles de
HGEF e IL-15. En los fallecidos, los niveles de HGF e IL-18 fueron significativamente
mas altos, donde HGF triplicé los niveles en comparacion con los sobrevivientes. Por otro

lado, los niveles de BDNF, eotaxina e IL-15 fueron significativamente mas bajos en este

grupo.

Finalmente, en el sexto dia de ingreso (Tabla suplementaria S8), las citoquinas
significativamente elevadas en los fallecidos fueron SCF, MCP-1, IL-18, VEGFA y HGF.
La excepcion volvio a ser IL-15, que mostré apenas variacion a lo largo del tiempo, y
cuyos niveles en fallecidos permanecieron a la mitad de los de los sobrevivientes. IL-18
aumento sus niveles en comparacion con el dia 3 de ingreso; y VEGFA, que ya habia
duplicado significativamente su nivel en el primer dia triplicé sus niveles en los fallecidos
al sexto dia. Sin embargo, HGF destaca como la unica citoquina que permanecio
significativamente elevada en el grupo de fallecidos a lo largo de los tres momentos de
medicidn, alcanzando su pico méximo y mayor diferencia respecto a los sobrevivientes

en el sexto dia de ingreso.
2.3. Analisis de componentes principales

La prueba de Kaiser-Meyer-Olkin (0.7) y la prueba de esfericidad de Bartlett
(p <0.001) indicaron que los datos resultan idoneos para el PCA (Tabla suplementaria
S9). El PCA resultante dio lugar a tres componentes con valores propios superiores a uno
que describen las relaciones entre los niveles de grupos de citoquinas en pacientes
COVID-19. Los tres componentes explicaron el 66,09% de la varianza total. PC1, PC2y
PC3 representaron el 32,63%, 19,14% y 14,32% de la varianza, respectivamente. PC1
esta compuesto por IL-15, IL-2 y BDNF; PC2 por HGF, MCP-1, IL- 18, eotaxina y SCF;
y PC3 por IL-1a y VEGFA. La Fig. 15 muestra un grafico de puntuacion tridimensional
que ilustra la distribucion de las citoquinas en los componentes principales. Los
algoritmos de los componentes principales se aplicaron a todos los pacientes y las
puntuaciones calculadas se guardaron como nuevas variables denominadas PC1, PC2 y

PC3 en el primer, tercer y sexto dia de ingreso.

Ademas, los algoritmos de los componentes principales se aplicaron al grupo
control y las puntuaciones de PCA (PC1, PC2 y PC3) se compararon entre los pacientes
con COVID-19 y los sujetos sanos negativos para SARS-CoV-2 en el dia del ingreso. Las

puntuaciones calculadas fueron mas altas en los pacientes con COVID-19 que en los
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controles: PC1 (t(52.26) = 3.53; p = 0.001); PC2 (U = 988.00; p = 0.005); PC3 (U =
1111.00; p = 0.031). Estos valores nos permiten confirmar que dichas citoquinas son
diferentes entre sujetos infectados y sanos, lo que resalta la importancia de estas

citoquinas en la infeccion por COVID-19.
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Figura 15: Diagrama de componentes en el espacio rotado. Resultados del analisis de componentes
principales (ACP) y del método de rotaciéon Varimax con normalizacion Kaiser. Los tres componentes
representaron el 66,09% de la varianza total.

2.4. Puntuacion de los componentes principales en sobrevivientes vs. no sobrevivientes

La Fig. 16 muestra las puntuaciones PC1, PC2 y PC3 al primer, tercer y sexto dia
de ingreso para pacientes supervivientes y fallecidos a los 28 dias. En la Fig. SA se
observan diferencias significativas entre ambos grupos. La mortalidad se asocio a
puntuaciones mas bajas de PCl y mas altas de PC2 y PC3. Esto indica que las
puntuaciones mas altas en PC1 son protectoras, mientras que PC2 y PC3 representan
factores de riesgo. En contraste con PC3, que s6lo esta significativamente elevada en los
pacientes fallecidos en el primer dia; las diferencias entre supervivientes y fallecidos en
las citoquinas de PC1 y PC2 se intensificaron con el tiempo. La Fig. 5B muestra que en
los primeros 6 dias de hospitalizacion, la puntuacion media es estable y
significativamente mas baja en los pacientes que sobrevivieron que en los que fallecieron

con, ademas, una tendencia significativa creciente para PC2.
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Figura 16: Puntuaciones PC para pacientes COVID-19 (supervivientes y fallecidos) y controles al aplicar los
estimadores de cada PC. En azul los grupos PC1 IL-15; IL-2 y BDNF. En rojo PC2 grupos HGF; MCP1; IL-18; eotaxina
y SCF. En verde PC3 grupos IL-1a y VEGFA. (A) Box-plots muestra la diferente contribuciéon de cada uno de los
factores obtenidos en el analisis de componentes principales para supervivientes y fallecidos, mostrando, ademas, tres
momentos en la evolucion de la enfermedad (primer, tercer y sexto dia de ingreso de los pacientes). (B) Muestra que
en los 6 primeros dias de hospitalizacion, la puntuaciéon media es estable y significativamente inferior para los pacientes
que sobrevivieron que para los que fallecieron. Ademas, se observa una tendencia creciente de este marcador en los
pacientes que no sobrevivieron. Las tendencias a lo largo del tiempo de las puntuaciones de PC para supervivientes y

no supervivientes se calcularon por separado mediante RM- ANOVA o la prueba de Friedman.
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2.5. Analisis multivariante de los componentes principales asociados a la mortalidad a 28

dias

El sexo y la edad no fueron variables significativas en el modelo final ajustado. El
analisis de regresion logistica (Tabla suplementaria S10) mostrd que, en el dia del
ingreso, solo la combinacién de citoquinas definida por el PC3 fue significativa [OR:

2.35,1C95%: 1.09-5.06, p = 0.029].

1.0

L

Sensitivity

AUC (95% IC)

- - - Predicted probability  0.89 (0.81-0.96) <0.001
—— PC3 (Admission) 0.72 (0.60-0.83)  0.005
—— PC1 (Day 6) 0.29 (0.15-0.43)  0.006
—— PC2 (Day 6) 0.81 (0.71-0.91) <0.001
I 1 I
0.4 0.6 0.8 1.0
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Figura 17: Curvas ROC (Receiver Operating Characteristic) para la probabilidad predicha del modelo de
regresion logistica y los predictores significativos de mortalidad a 28 dias (PC3 en el dia del ingreso, PC1

y PC2 en el sexto dia después del ingreso).

En contraste, PC1 y PC2 fueron significativos en el sexto dia de ingreso, donde las
citoquinas del PCI representaron un factor protector frente a la mortalidad a los 28 dias
[OR: 0.273, IC95%: 0.12-0.64, p = 0.003], mientras que el PC2 se identific6 como el
principal factor de riesgo [OR: 5.24, 1C95%: 2.03—13.48, p = 0.001]. Las curvas ROC de
los factores significativos y la probabilidad predicha para el modelo final de regresion
logistica se muestran en la Fig. 17. El area bajo la curva (AUC = 0.89, IC95% = 0.81—

0.96, p < 0.001) muestra una buena capacidad de discriminacion del modelo.
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3. Perfil de miRNAs en vesiculas extracelulares de pacientes COVID-19 como
predictores de la mortalidad.

3.1 Variable de estudio y caracteristicas de los pacientes

Se incluyeron un total de 36 pacientes con COVID-19 grave y 33 controles, para el
andlisis de expresion diferencial de miRNAs en EVs derivadas de plasma. Las

caracteristicas epidemiologicas y clinicas se describen en la Tabla 5.

3.2. Perfiles de miRNAs derivados de vesiculas extracelulares plasmaticas y libres en

plasma entre pacientes con COVID-19 grave y controles

El anélisis PLS-DA revel6 una clara clasificacion entre los grupos de COVID-19
y controles basada en la expresion de su miRNome segin la Fig. Suplementaria S1.
Ademas el analisis mediante DESeq?2 identifico 50 miRNAs SDE segun la Fig. 18 de los
cuales 29 estaban sobreexpresados y 21 subexpresados Los miRNAs mas
sobreexpresados en estos pacientes fueron miR-658 y miR-4800-5p que mostraron
valores de log2 FC de 3,54 y 3,10 respectivamente Por el contrario miR-5192 fue el
miRNA mas subexpresado con un log2 FC de —22,67. La lista completa de los miRNAs
SDE se presenta en la Tabla Suplementaria S11 y el heatmap de los genes SDE se

muestra en la Fig. 19.

En el analisis de dianas mas probables que presentan los miRNAs SDE en EVs
derivados del plasma se identifico 44 rutas bioldgicas KEGG y 1354 procesos bioldgicos
GO. Las 10 rutas principales se representan en las Fig. 20 y Fig. 21. Los procesos
biologicos GO mas relevantes en las vesiculas extracelulares de los casos de COVID-19
fueron la biogénesis de componentes celulares, la adhesion celular, el desensamblaje de
componentes celulares y el proceso viral Las rutas mas relevantes para los genes diana de
los miRNAs mostraron un enriquecimiento en las rutas de sefializacion MAPK, ErbB,

receptor de células T neurotrofinas y adhesion focal.
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Tabla 5. Caracteristicas clinicas de los pacientes con COVID-19 vs control

Numero de pacientes
Edad, anos, mediana (IQR)
Sexo: masculino, n (%)
Comorbilidades, [n (%)]
Tabaquismo

Alcoholismo

Cardiopatia

Diabetes

Hipertension arterial
Obesidad

EPOC

Asma

Enfermedad renal cronica
Bioquimica, [mediana (IQR)]
Creatinina (mg/dL)
Leucocitos (x10°/L)
Linfocitos (x10%/L)
Neutrofilos (x10°/L)
Plaquetas (x10°/L)
Triglicéridos (mg/dL)
Colesterol (mg/dL)
Glucosa (mg/dL)
Creatinina (mg/dL)
Bilirrubina (mg/dL)
Medidores hospitalarios
Temperatura, °C, mediana (IQR)
Exitus, n (%)

Estancia hospitalaria, dias,
mediana (IQR)
Tratamiento, [n (%)]
Hormonas tiroideas
Estatinas

B-bloqueantes
Inmunosupresores

COVID-19
36
73,69 (18,80)
21 (58.3)

2 (5,6)
1(2.8)
9 (25,0)
8 (22,2)
22 (61,1)
7(19,4)
5(13,9)
1(2.8)
0 (0,0)

0,85 (0,43)
8,03 (3,23)
1,20 (0,87)
6,43 (3.21)
229,03 (109,93)
135,2 (48,1)
135,8 (37.9)
128,8 (60,2)
1,21 (1,01)
0,60 (0,50)

36,71 (0,81)
12 (33,3)
9,5 (18,0)

0(0,0)
7(19,4)
1 (2.,8)
1(2,8)
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Controles
33
65,01 (14,56)
21 (63,6)

5(15.5)
2(6,1)
7(21,2)
4(12,1)
16 (48,5)
2(6,1)
3(9,1)
13.,0)
3(9,1)

0,65 (0,40)
7,23 (1,82)
2,32 (1,04)
4,02 (1,62)
241,41 (60,38)
106,5 (48,9)
173,1 (30,8)
101,9 (15,3)
1,00 (0,60)
0,60 (0,30)

36,67 (0,75)
0(0,0)

0,0 (0,0)

4(12,1)
11 (33.3)
2(6,1)
0(0,0)

p-valor

0,008
0,652

0,187
0,504
0,710
0,269
0,292
0,099
0,534
0,950
0,064

0,060
0,465
<0,001
<0,001
0,267
0,018
<,001
0,272
0,633
0,751

0,953
<0,001

<0,001

0,031
0,189
0,504
0,338
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Figura 18: Volcano plot de los miRNAs SDE entre pacientes con COVID-19 y controles en exosomas. las
lineas verticales discontinuas indican el valor umbral para un cambio de expresion absoluto >1.5, y la linea
horizontal discontinua indica el valor umbral para el p-valor ajustado por tasa de descubrimiento falso
<0.05. Los puntos grises representan los miRNAs que estan por debajo del umbral, mientras que los puntos
rojos y verdes indican los miRNAs que superan el umbral. SDE: Expresado diferencialmente de forma

estadisticamente significativa.
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Figura 19: Heatmap de los miRNAs SDE entre pacientes con COVID-19 y controles en exosomas. los
participantes del estudio estan representados en columnas y los miRNAs SDE en filas, con dendrogramas
de agrupamiento a la izquierda para los miRNAs y en la parte superior para las muestras. La escala de color
muestra el nivel de expresion relativa de los miRNAs SDE. SDE: Expresado diferencialmente de forma
estadisticamente significativa.
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Figura 20: Analisis de enriquecimiento de ontologia génica de los miRNAs SDE encontrados en
exosomas. Los puntos representan el nimero de genes asociados a cada ruta o proceso celular, y el color
depende del p valor. El p valor para el analisis se establecieron en 0.05. SDE: Expresado diferencialmente

de forma estadisticamente significativa.
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Figura 21: Analisis de enriquecimiento de rutas moleculares KEGG para los miRNAs SDE. Los puntos
representan el nimero de genes asociados a cada ruta o proceso celular, y el color depende del ¢ valor. El
q valor para el analisis se establecieron en 0.05. SDE: Expresado diferencialmente de forma
estadisticamente significativa. SDE: Expresado diferencialmente de forma estadisticamente significativa.
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Respecto a los miRNAs libres en plasma entre pacientes COVID-19 severo en
comparacion con el grupo control se identificaron un total de 115 miRNAs SDE en los
casos de COVID-19: 96 sobreexpresados y 19 subexpresados (Fig. 22). Entre estos, miR-
20b-3p y miR-1275 fueron los miRNA sobreexpresados y subexpresados,

respectivamente.
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Figura 22: Volcano plot de los miRNAs SDE entre pacientes con COVID-19 y controles sanos en
plasma. Las lineas verticales discontinuas indican el valor umbral para un cambio de expresion absoluto
>1.5, y la linea horizontal discontinua indica el valor umbral para el p-valor ajustado por tasa de
descubrimiento falso (FDR) <0.05. Los puntos grises representan los miRNAs que estan por debajo del
umbral, mientras que los puntos rojos y verdes indican los miRNAs que superan el umbral. SDE:

Expresado diferencialmente de forma estadisticamente significativa.
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Figura 23: Heatmap de los miRNAs SDE entre pacientes con COVID-19 y controles sanos en plasma. Los
participantes del estudio estan representados en columnas y los miRNAs SDE en filas, con dendrogramas
de agrupamiento a la izquierda para los miRNAs y en la parte superior para las muestras. La escala de color
muestra el nivel de expresion relativa de los miRNAs SDE. SDE: Expresado diferencialmente de forma
estadisticamente significativa.

Los valores de los miRNAs SDE en plasma se muestran en la Tabla Suplementaria
S12, y el heatmap de los genes SDE se presenta en la Fig. 23. El analisis funcional de los

miRNAs SDE en plasma report6 1354 procesos celulares segun GO y 44 rutas bioldgicas
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KEGG. Las 10 principales rutas se muestran en las Fig. 24 y Fig. 25. Los procesos
celulares GO mas sefialados para los miRNAs plasmaticos fueron la biogénesis de
componentes celulares, la adhesion celular y la modificacion de histonas. Las rutas mas
relevantes para los genes diana de los miRNAs mostraron asociacion en las rutas de

senalizacion de MAPK, ErbB, receptores de células T, neurotrofinas y adhesion focal.
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Figura 24: Analisis de enriquecimiento de ontologia génica de los miRNAs SDE identificados en plasma. Los puntos
representan el numero de genes asociados a cada ruta o proceso celular, y el color depende del p valor. El p valor para
el analisis se establecieron en 0.05. SDE: Expresado diferencialmente de forma estadisticamente significativa.

Posteriormente, se determin6 los miRNAs SDE comunes entre los provenientes
de vesiculas extracelulares y libres en plasma. Se encontraron un total de 15 miRNAs
SDE en comun: miR-7-5p, miR-22-3p, miR-99b-5p, miR-139-5p, miR-150-5p, miR-221-
3p, miR-320b, miR-320c, miR-320d, miR-363-5p, miR-423-5p, miR-425-3p, miR-486-
5p, miR-574-5p y miR-1246 (diagrama de Venn, Fig. Suplementaria S3). El analisis
funcional de estos 15 miRNAs SDE comunes report6 21 rutas biologicas KEGG y 545
procesos celulares GO. Los procesos GO mads relevantes y asociados para estos miRNAs
estuvieron relacionados con procesos catabdlicos, como la ubiquitinacion,
muerte/apoptosis neuronal, y la sefializacion de la quinasa [-kB/NF-«xB. Las rutas KEGG
estuvieron relacionadas con céancer, y con las vias de sefializacion de MAPK, ErbB y

mTOR. Las 10 principales rutas se muestran en las Fig. 27 y Fig. 28.
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Figura 25: Analisis de enriquecimiento de ontologia génica de los miRNAs SDE encontrados en plasma.
Los puntos representan el numero de genes asociados a cada ruta o proceso celular, y el color depende del
p valor. El p valor para el analisis se establecieron en 0.05. SDE: Expresado diferencialmente de forma
estadisticamente significativa.
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Figura 24: Analisis de enriquecimiento de ontologia génica de los miRNAs SDE comunes a EVs y plasma. Los puntos

representan el nimero de genes asociados a cada ruta o proceso celular, y el color depende del p valor. El p valor para
el analisis se establecieron en 0.05. SDE: Expresado diferencialmente de forma estadisticamente significativa.
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Figura 25: Analisis de enriquecimiento de ontologia génica de los miRNAs SDE comunes a EVs y plasma. Los puntos
representan el nimero de genes asociados a cada ruta o proceso celular, y el color depende del p valor. El p valor para
el andlisis se establecieron en 0.05. EV: vesicula extracelular; SDE: expresado diferencialmente de forma
estadisticamente significativa.

3.3. Mortalidad a los 90 dias y analisis de supervivencia

Las caracteristicas de los pacientes segun la mortalidad a los 90 dias se muestran
en la Tabla Suplementaria S13. No encontramos diferencias epidemioldgicas ni clinicas
entre los grupos de pacientes vivos y fallecidos. A continuacion, exploramos la capacidad
predictiva de los miRNAs derivados EVs en plasma utilizando LASSO Cox, que
identificd 10 miRNAs como posibles predictores de mortalidad a los 90 dias, ajustados
por edad y género (Fig. Suplementaria 2): miR-450a-2-3p, miR-4730, miR-6855-5p,
miR-6890-5p, miR-199b-5p, miR-18a-3p, miR-6124, miR-1469, miR-3613-5p y miR-
320a-3p. De estos, seleccionamos miR-1469 y miR-6124 debido a su mayor poder
predictivo, calculado mediante las areas bajo la curva ROC (>0.85). Todos los resultados

obtenidos se resumen en la Tabla 6.

Los niveles de expresion de los miRNAs se clasificaron en altos y bajos segun su

expresion, calculada mediante la funcidn surv_cutpoint del paquete R survminer. Usando
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el estimador de Kaplan-Meier, observamos que los niveles altos de expresion de ambos
miRNAs (por encima del umbral calculado para cada uno) se asociaron con una menor
probabilidad de supervivencia a los 90 dias (representado en las curvas de Kaplan-Meier,
Fig. 26). El riesgo relativo y la significancia estadistica de la variable dicotomica alto/bajo
para cada miRNA, asi como la edad y el género, se presentan en la Fig. 27. Ademas,
evaluamos el poder predictivo de miR-1469 y miR-6124 combinando sus valores de
expresion con edad y género, alcanzando un area bajo la curva de 0.938, superior al poder
predictivo de los miRNAs individuales, ya sea ajustados o no por género y edad (Tabla
Suplementaria S14). Ninguno de los miRNAs, ni miR-1469 ni miR-6124, fue

diferencialmente expresado en plasma.

Tabla 6. Valores obtenidos tras la regresion de Cox para los miRNAs

Coeficiente 3 HR p-valor AUC
miR-4730 3.44 31.10 0.026 0.500
miR-18a-3p 0.24 1.28 0.006 0.660
miR-199b-5p 0.11 1.12 0.010 0.690
miR-450a-2-3p 0.29 1.34 0.018 0.750
miR-6855-5p 0.18 1.19 0.104 0.750
miR-6890-5p 0.74 2.10 0.001 0.750
miR-3613-5p —0.02 0.98 0.116 0.750
miR-320a-3p 0.01 1.00 0.101 0.810
miR-6124 0.05 1.05 0.004 0.880
miR-1469 0.14 1.15 0.016 0.910

AUC, area bajo la curva; HR, riesgo relativo (hazard ratio).

100] —r— 1.00
miR-1469 Low

0.75 0.75

0.50

Survival probability
Survival probability
g

0.25 0.25
p =0.0039 p=0.0017

0 25 50 75 100 0 25 50 75 100
Time Time

Figura 26: Curvas de Kaplan-Meier para miR-1496 y miR-6124 durante los primeros 90 dias desde la admision y la
toma de muestras.
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Hazard ratio
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Figura 27: Diagrama de bosque del riesgo relativo resultante del analisis logistico multivariante. Estos resultados
muestran el pronostico de la COVID-19 asociado con los niveles de expresion de ambos miRNAs, cada uno de los
cuales se clasifica como alto o bajo de acuerdo con el paquete survminer de R.
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Capitulo VI: Discusion

Los principales hallazgos descritos en esta Tesis Doctoral se centran en la
identificacion de biomarcadores en plasma de pacientes hospitalizados por COVID-19;
con el proposito de ayudar a identificar con precision los casos de mayor gravedad. En
primer lugar, se describe como una unica citoquina junto al grupo sanguineo y datos
analiticos usados frecuentemente en practica clinica, pueden predecir con alta
sensibilidad y especificidad los pacientes que precisaran de ventilacion mecanica invasiva
como terapia de soporte. En segundo lugar, se exploré como evoluciona el perfil de
citoquinas a lo largo de los primeros dias de ingreso, sefialando a tres grupos de citoquinas
importantes tanto en la mortalidad como en la supervivencia, asi como los momentos mas
adecuados para predecir los casos de fatal evolucion. Y, en tercer lugar, se analiz6 otro
grupo de biomarcadores relacionados con la produccion de citoquinas como son los
miRNAs de vesiculas extracelulares, que influyen en la respuesta inmune de paciente con
peor prondstico; lo que llevo a identificar procesos clave en la inmunologia contra el

SARS-CoV-2 y dos miRNAs con una alta capacidad predictora de la mortalidad.

Una de las caracteristicas relevantes de la COVID-19 es la heterogeneidad
respecto a las manifestaciones clinicas entre pacientes, en los que se incluye fiebre
moderada, tos, disnea, fatiga, dolores musculares o corporales, y dolor de cabeza, pero
también comprende a pacientes criticos que han manifestado una lesion pulmonar aguda
(ALI) y eventualmente pueden evolucionar a un sindrome de dificultad respiratoria aguda
(ARDS) altamente letal [218]. Por este motivo, desde el comienzo de la pandemia se
estudio con detalle numerosos biomarcadores tradicionalmente empleados en la practica
clinica cuya precision, deteccion precoz y orientacion terapéutica resultan limitados, lo
que ha llevado a describir biomarcadores estrechamente relacionados con la

fisiopatologia de la COVID-19 [195,219-223].

Las citoquinas desempefian un papel importante en la inmunopatologia de las
infecciones virales, incluida la COVID-19. La produccion moderada de citoquinas
durante la infeccion por SARS-CoV-2 da lugar a sintomas leves similares a los de la gripe
lo que deriva en procesos de reparacion para restaurar la funcion de los tejidos y 6rganos
[224]. Sin embargo, es bien sabido que la infeccion por SARS-CoV-2 también puede
desencadenar una respuesta inflamatoria descontrolada que, en los casos més graves, da
lugar a un sindrome de tormenta de citoquinas [60]. Esta respuesta inflamatoria patologica
causa dafios colaterales en los tejidos y, por lo tanto, un desenlace clinico fatal [225,226].

Gran parte del dafio provocado en el tejido pulmonar se debe a un desequilibrio en el
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reclutamiento de células inmunitarias, lo cual conlleva una disminucion de los linfocitos
(linfopenia) y un aumento de los neutrdfilos activados [67,227]. Por esta razon, se han
publicado estudios relevantes que muestran cémo el indice neutréfilos-linfocitos (NLR),
combinada con IgG, podria utilizarse para indicar la gravedad de la COVID-19 [228,229].
De hecho, estudios posteriores se han centrado en el papel de los neutrofilos en el contexto
de la hiperinflamacion durante la infeccion por SARS-CoV-2 en los casos més criticos y
se ha observado que la citoquina HGF, contenida en los granulos de los neutroéfilos, tiene
un valor predictivo importante en la gravedad de la enfermedad [74,230,231]. Los
resultados expuestos respaldan la nocidon de que los niveles de HGF podrian tener un valor
predictivo en el riesgo de intubacidon o fallecimiento en pacientes hospitalizados por
COVID-19. Se ha descrito que la infeccion por SARS-CoV-2 induce una mayor
produccion de la citoquina factor estimulante de colonias de granulocitos (G-CSF) que a
su vez estimula un aumento en el recuento de neutréfilos en la sangre, los cuales son
reclutados hacia los pulmones, donde otras citoquinas los activan para liberar el contenido

de sus granulos, entre los que se incluye HGF [76].

Uno de los aspectos mejor descritos de la COVID-19 ha sido la identificacion de
los factores de riesgo que afectan a la susceptibilidad y progresion de la enfermedad. Se
han establecido una serie de condiciones clinicas comunes (por ejemplo, hipertension,
diabetes y enfermedades cardiovasculares y respiratorias cronicas) y sociodemograficos
(por ejemplo, sexo, edad y raza/etnia) que son relevantes a la hora de considerar si un
paciente tiene probabilidad de evolucionar desfavorablemente [232]. Adicionalmente, la
COVID-19 presenta una relacion con el grupo sanguineo ABO, tal como ocurre en ciertas
enfermedades infecciosas, respecto a la susceptibilidad y progresion de la enfermedad
[131,137] La evidencia sugiere que el grupo sanguineo ABO desempefia un papel en la
inmunopatogénesis de la infeccion por SARS-CoV-2, siendo el grupo O protector y el
grupo A asociado a un mayor riesgo de susceptibilidad y gravedad de la enfermedad [233].
Posiblemente, las diferencias en la expresion de los antigenos del grupo sanguineo puedan
aumentar o disminuir la sensibilidad del huésped a la infeccion por patdgenos, lo que
podria explicar parcialmente la diferencia en la predisposicion del huésped a la COVID-
19 segin el grupo sanguineo [234]. Sin embargo, otra posible explicacién contempla la
capacidad de los anticuerpos anti-A para inhibir la interaccion entre la proteina S y el

receptor ACE2, proporcionando asi proteccion [137].
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Los datos analiticos en el modelo predictivo hacen que el modelo sea factible
durante la practica clinica rutinaria y combina la evaluacion de los casos de COVID-19
con peor prondstico junto a predictores especificos de la inmunidad asociados al SARS-
CoV-2, para identificar aquellos casos que precisen ventilacion mecanica invasiva. Esta
establecido que la gravedad de la enfermedad se asocia con niveles elevado de PCR, PCT,
dimero D o ferritina [235]. De hecho, se han propuesto para la préctica clinica modelos
predictivos validados basados en regresiones logisticas univariantes con el propdsito de
detallar un criterio en los casos de sindrome de tormenta de citoquinas asociada a la
COVID-19 [236,237]. Sin embargo, este estudio amplia la perspectiva mediante un
analisis multivariante que incluyo el perfil de citoquinas, los datos analiticos y factores
de riesgo y susceptibilidad. Ademas, este estudio concuerda con los datos disponibles y
proporciona valores de corte que contribuyen a obtener un modelo con una alta

sensibilidad y especificidad.

Numerosos estudios han analizado el papel de las citoquinas respecto a variables
de estudio relacionadas con la severidad y mortalidad de pacientes COVID-19, de manera
similar a lo expuesto anteriormente [238-240]. No obstante, existe un menor nimero de
estudios que exploran los cambios que ocurren durante la hospitalizacion de pacientes
fallecidos por COVID-19 [241,242]. Al respecto de esto, el andlisis del perfil de
citoquinas durante los primeros seis dias de ingreso sefiala a tres combinaciones de
citoquinas como responsables de la mortalidad en pacientes COVID-19 y, por lo tanto,

sugieren tres posibles vias terapéuticas independientes.

La combinacion conformada por IL-la y VEGFA muestra niveles elevados
durante el dia de ingreso y se mantiene constante en los posteriores dias. La importancia
de este conjunto puede explicarse por su implicacidn en la respuesta inicial a la infeccion
severa por COVID-19. Estudios iniciales revelaron niveles mas altos de IL-1a, que es una
citoquina caracteristica de las primeras etapas de la respuesta inmune innata [243]. De
hecho, se ha descrito a la IL-la como un marcador temprano para predecir un mal
desenlace clinico en pacientes graves de COVID-19 [244]. Esto podria explicarse por el
hecho de que el precursor de IL-1a, a diferencia de IL-1p o IL-1RA no necesita activarse
y puede desencadenar una fuerte respuesta inflamatoria al ser liberada por células dafiadas
[245]. Por otro lado, VEGFA desempefia un papel clave en el desarrollo pulmonar y en la
organizacion de la red vascular pulmonar [246]. VEGFA puede ser liberado durante la

hipoxia y en situaciones inflamatorias donde hay dafio al endotelio. Su efecto es mediado
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por VEGFR-1 y VEGFR-2, los cuales contribuyen a la hematopoyesis, quimiotaxis de
monocitos y aumento de la permeabilidad. El componente PC3 podria interpretarse como
la expresion inicial del dafio celular severo en los pulmones por infiltracion de macrofagos
inducida en respuesta a la infeccion, lo que iniciaria la patogénesis fatal y exacerbaria la
respuesta inmune observada en etapas posteriores [247]. De hecho, nuestros resultados
apoyan estudios previos que prueban que el uso temprano en enfermedad grave de
antagonistas de IL-1, como Anakinra, mejora el pronostico al bloquear la progresion de

la tormenta de citoquinas [248].

La siguiente combinacion de citoquinas en los que se incluye a HGF, SCF, IL-18,
MCP-1 y eotaxina también se encuentra incrementada en el grupo de pacientes COVID-
19 fallecidos, sin embargo, a diferencia de IL-1ao y VEGFA, la tendencia durante los
primeros seis dias de hospitalizacion es creciente; siendo especialmente elevados al sexto
dia. Dicha combinacién podria correlacionar con dafio pulmonar severo irreversible,
debido tanto a la propia infeccion virus como a una respuesta inmune descontrolada. IL-
18, una citoquina de la familia IL-1 involucrada en la respuesta inmune celular, se secreta
tras la activacion de macrofagos en infecciones virales y se asocia con dafo endotelial en
el tejido pulmonar [245]. En pacientes graves con COVID-19 se ha demostrado un
desequilibrio entre IL-18 y su inhibidor IL-18BP; de hecho se ha propuesto el uso de un
anticuerpo contra IL-1R7 para reducir la senalizacion inflamatoria mediada por IL-18 en
estos pacientes [249-251]. SCF, HGF y eotaxina son estimuladas por procesos
inflamatorios y secretadas por granulocitos tras estimulacion con IL-18, y todas se han
relacionado con dafio pulmonar severo en otras infecciones virales [252-254].
Finalmente, MCP-1 ha sido descrito como un factor pronostico en COVID-19 por su
implicacion en el reclutamiento de monocitos y ademds ha sido relacionado, junto a
elevados niveles de dimero D, con procesos de inmunotrombosis que es responsable de
mas del 70% de fallecidos por COVID-19 [255-257]. Por lo tanto, PC2 conforma una via
terapéutica basada en limitar el dafio pulmonar que deriva en casos de ARDS

potencialmente letales.

Por ultimo, IL-2, IL-15 y BDNF constituye un conjunto de citoquinas que actiia
como factor protector para la supervivencia y, por lo tanto, se encuentra disminuido en
los pacientes con un fatal desenlace clinico. BDNF es clave en la neuroplasticidad, la
cual se ve afectada por estados inflamatorios, y los niveles bajos de BDNF se han

asociado con COVID-19 severo [258,259]. IL-2 e IL-15 estimulan la proliferacion de
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linfocitos T, la secrecion de inmunoglobulinas y la generacion de células NK [260]. IL-
15 desempefia un papel esencial en la eliminacion viral mediante respuestas T de alta
avidez y persistencia de células de memoria [261]. Por su parte, IL-2 estd involucrado en
la activacion de linfocitos T [260]. Ambas citoquinas también pueden regular la
proliferacion celular y Evitar respuestas excesivas [243]. La disminucion progresiva de
BDNF, IL-15 e IL-2 podria ser un signo de deterioro. Por ello, estos datos sugieren que
dicho grupo de citoquinas constituye una via terapéutica dirigida a modular la respuesta

inmune intensificando la accion de IL-2, IL-15 y BDNF [262].

Los resultados expuestos ponen de manifiesto la relevancia de las citoquinas en la
prognosis de pacientes COVID-19 con una evolucion desfavorable. Sin embargo, las
investigaciones actuales sefialan la relacion de los miRNA con las citoquinas y los sefialan
como un grupo de biomarcadores emergentes en la prognosis de la COVID-19 [219]. De
hecho los miRNAs tienen un papel clave en la modulacion de la respuesta inmune, ya que
se ha caracterizado de qué forma las alteraciones en el perfil de miRNA ejercen efectos
cruciales en la patogénesis de infecciones virales [263-266]. En el caso del
SARS-CoV-2, se observa un papel inmunomodulador de los miRNAs procedentes de las
vesiculas extracelulares (EVs) sobre las células que expresan ACE2, lo que puede afectar
tanto a la produccion de mediadores inflamatorios, como a sus receptores y rutas de
sefializacion asociadas, entre las que se incluye la respuesta mediada por IFN de tipo I,
que se encuentra afectada en los casos severos de COVID-19 [267,268]. En los resultados
expuestos se evidencia que la infeccion por SARS-CoV-2 altera el perfil de miRNAs
procedentes EVs derivadas del plasma de pacientes con COVID-19 severo; revelando un
conjunto de miRNAs SDE, entre los cuales un subconjunto también se encontraba
presentes en el plasma de una cohorte con COVID-19 severo. Adicionalmente, la
combinacion de los niveles de expresion de miRNAs en EVs derivadas del plasma de
miR-1469 y miR-6124, ajustados por edad y sexo son capaces de predecir un desenlace

fatal con una similar precision al perfil de citoquinas.

La caracterizacion del miRNoma en EVs derivadas del plasma de pacientes con
COVID-19 grave mostré 50 miRNAs SDE con respecto a los controles. Especificamente,
miR-658, miR-4800-5p y miR-1249-5p fueron los miRNAs més sobreexpresados, con un
cambio de expresion superior a 24 veces en comparacion con los controles. miR-658 esta
sobreexpresado en diversas enfermedades y regula positivamente el factor de crecimiento

de hepatocitos (MET) en el cancer de pulmoén [269]. Otros miRNAs sobreexpresados se
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han relacionado con otras infecciones virales, como miR-4800-5p y miR-1249-5p. miR-
4800-5p esta sobreexpresado en plasma de pacientes con fibrosis hepatica después de
infeccion por hepatitis B [270] y en neumonia secundaria asociada a sepsis [271], ademas
de asociarse a disfuncion orgénica causada por la gripe A [272]. Por el contrario, miR-
5192 presento una menor expresion que se ha vinculado con la fibrosis pulmonar
idiopatica y asma [273,274] . Los cambios marcados observados en estos miRNAs
merecen estudio adicional, pues su papel especifico en infecciones virales es ain

desconocido.

Las dianas de los miRNAs SDE en EVs derivadas del plasma de pacientes con
COVID-19 severo estan involucrados en procesos inmunes que favorecen relacionados
la adhesion celular y la biogénesis de componentes celulares. Se ha propuesto que los
virus secuestran la maquinaria celular exosomal, y que las moléculas de adhesion en la
superficie de los exosomas tienen un papel clave en su destino funcional, facilitando la
captacion celular, el microambiente y la interaccion célula-célula, ademas del
reconocimiento inmune [275]. De hecho, han vinculado niveles plasmaticos de moléculas
de adhesion celular con la gravedad de COVID-19 [276]. Asimismo, los cuerpos
apoptdticos inducidos por el efecto citopatico del SARS-CoV-2 ha sido descrito como
componente clave en la desregulacion de moléculas proinflamatorias en casos severos de
COVID-19 [277]. De forma concordante, las vias bioldgicas mas relevantes alteradas en
estos pacientes incluyeron adhesion focal y enriquecimiento en las vias MAPK, ErbB,
neurotrofina y receptor de células T. Estas vias, interrelacionadas, regulan la
proliferacion, migracion, diferenciacion, inflamacion y supervivencia celular, y pueden
activarse por citoquinas tipicamente elevadas en infeccion por SARS-CoV-2 o sefales de

estrés como la hipoxia [278].

Los miRNAs derivados de EVs plasmaticas son mas estables y fiables como
biomarcadores, ya que estan protegidos de la degradacion por RNasas enddgenas por su
membrana lipidica y ademds en plasma se encuentran mas diluidos lo que dificulta su
identificacion en cuando a si estan diferencialmente expresados de manera significativa
[279]. Aunque también existen miRNAs libres en plasma, pocos estudios comparan
ambos compartimentos. En personas sanas, se ha observado una similitud en los perfiles
de miRNAs entre ambos, pero otros estudios en pacientes con cancer han mostrado
diferencias en potencial diagndstico entre miRNAs plasmaticos y aquellos en EVs

[280,281] Por este motivo en los resultados se compara ambos tipos de miRNAs entre
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pacientes con COVID-19 severo y controles lo que llevo a identificar 15 miRNAs SDE
comunes entre los 50 SDE en EVs plasmaticas y los 115 SDE en plasma. Entre ellos, 11
estaban sobreexpresados, 2 subexpresados y 2 mostraban regulacion discordante. Uno de
estos ultimos fue miR-574-5p (sobreexpresado en EVs y subexpresado en plasma), que
ha sido previamente identificado en modelos murinos asociado al sindrome de distrés
respiratorio agudo y regulador de ACE2 en hombres con COVID-19 [282,283]. En
cambio, miR-99b-5p estaba subexpresado en EVs y sobreexpresado en plasma, y se ha
asociado a la respuesta inmune en infecciones por Mycobacterium [284]. Muchos
miRNAs sobreexpresados en EVs y plasma se han asociado previamente con la
desregulacion inflamatoria y la gravedad en COVID-19: el miR-320, miR-7-5p, miR-
486-5p y miR-221-3p han sido relacionados con inflamacién y dafio tisular [285-288].
miR-1246 también es un regulador de ACE2 y biomarcador en sepsis relacionada con
neumonia [285,286,289]. miR-221-3p participa en la escision de ACE2 mediada por
ADAMI17 que estd implicado en dafio endotelial y coagulopatia pulmonar en COVID-19
[287,288]. La sobreexpresion de miR-423-5p y miR-221-3p también se ha vinculado con
insuficiencia cardiaca y miocarditis viral y ha sido propuesto como biomarcador de
infeccion por SARS-CoV-2 y predictor de mortalidad [217,290-292]. Por otra parte, se
ha identificado dos miRNAs subexpresados tanto en EVs como en plasma: miR-150-5p
y miR-139-5p. El primero inhibe la proteina viral Nspl0, cuya desregulacion podria
promover replicacion viral y gravedad, desarrollo de linfocitos B y células NK, y
asociarse a estancias prolongadas en UCI en COVID-19 [293-296] miR-139-5p regula
negativamente al receptor CXCR4, clave en respuestas inmunes innatas y adaptativas,
cuyo ligando, CXCL12, se encuentra altamente expresado en tejidos inflamados lo que

exacerba la respuesta inflamatoria en casos severos de COVID-19 [297,298].

El analisis funcional de las principales dianas de los 15 miRNAs SDE comunes
entre vesiculas extracelulares y plasma sugiere una participacion relevante en procesos
como la ubiquitinaciéon y muerte neuronal. La ubiquitinacion es clave en la respuesta
inmune al SARS-CoV-2, induciendo defensas antivirales y favoreciendo la replicacién
viral [299]. La muerte neuronal se ha asociado a neuroinflamacion glial secundaria a
estrés oxidativo en COVID-19 [300]. Dado que todas las células generan EVs, su andlisis
puede proporcionar una vision integral del estado molecular del organismo. Las vias
KEGG mas relevantes incluian MAPK y vias relacionadas con el cancer, implicadas en

gravedad y disfuncion inmune en COVID-19 [301]. Por lo tanto, los miRNAs muestran
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procesos clave relacionados con la mortalidad de la COVID-19 y de hecho miR-1469 y
miR-6124 en EVs derivadas de plasma son capaces de predecir mortalidad a los 28 dias.
[302]. Es importante sefialar que estos miRNAs no se detectaron en plasma, lo que puede
deberse a la distinta distribucion de miRNAs entre sus fuentes, de modo que los miRNAs
plasmaticos derivan principalmente de células sanguineas, mientras que las EVs varian
segun el estado y origen celular. El miR-1469 se ha relacionado con varios tipos de cancer
y apoptosis celular, mientras que miR-6124 ha sido propuesto como biomarcador de ictus
y cancer pulmonar [303—-305]. Su combinacidn podria servir como predictor temprano de

riesgo de mortalidad para guiar el tratamiento durante el ingreso en UCI.

En atencion a todo lo anterior, los biomarcadores relativos a la inmunopatologia
de la COVID-19 muestran resultados prometedores que ayudan a reducir la variabilidad
en el momento de identificar a los pacientes con un prondstico desfavorable, asi como
aportar nuevas vias terapéuticas prometedoras. Sin embargo, las principales limitaciones
de los resultados expuestos y analizados en esta Tesis Doctoral tienen que ver con que
son estudios unicéntricos, con un tamano muestral adecuado pero limitado, sin validacion
en una nueva cohorte y la ausencia de pruebas experimentales que describan con precision

los mecanismos moleculares subyacentes que han sido referenciados en otros estudios.
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II.

I1I.

IV.

HFG constituye un biomarcador importante a la hora de predecir
moralidad y severidad teniendo en cuenta la glucemia, dimero D,
procalcitonina, ferritina y grupo sanguineo.

Los pacientes COVID-19 que remitieron muestran niveles
elevados de BDNF, IL-12 e IL-15 relacionado con una respuesta
eficaz por parte de linfocitos T y células NK.

Las citoquinas HGF, MCP-1, IL-18, eotaxina y SCF presenta una
tendencia creciente en los pacientes de COVID-19 fallecidos
durante su ingreso, mientras que IL-la y VEGFA se mantiene
constante en los primeros dias de ingreso.

La expresion diferencial de miRNAs asociados con la mortalidad
en pacientes COVID-19, esta relacionado con vias de sefializacion
inflamatorias y mediadores en la adhesion celular durante el
reclutamiento de leucocitos.

Los miRNAs miR-1469 y miR-6124 estan diferencialmente
expresados en los casos severos y son capaces de predecir con alta
precision la mortalidad en los pacientes hospitalizados por

COVID-19.
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Tabla Suplementaria S1. Comparacion del perfil de citoquinas.

INTUBATION OR NON- INTUBATION P-VALUE
DEATH(N = 40) OR DEATH(N = 68)

BDNF 59.88 (108.75) 60.38 (184.53) 0.967
EGF 2.36 (4.37) 1.88 (8.49) 1.000
EOTAXIN 13.58 (8.54) 15.03 (10.22) 0.410
FGF2 1.07 (1.92) 0.80 (2.91) 0.879
GMCSF 11.26 (15.29) 13.09 (34.34) 0.397
GROA 2.82 (3.83) 3.48 (4.31) 0.346
HGF 294.75 (486.25) 139.25 (142.43) <0.001
IFNA 0.45 (1.33) 0.58 (2.14) 0.712
IFNG 9.72 (11.17) 8.29 (6.84) 0.383
ILIA 3.37 (10.83) 1.81 (7.58) 0.127
IL1B 6.31 (10.72) 6.86 (10.09) 0.208
IL10 1.8 (2.85) 1.73 (2.02) 0.911
IL12P70 3.73 (2.62) 3.32(3.25) 0.985
IL13 2.19 (2.55) 2.06 (3.46) 0.672
IL15 9.55 (19.65) 13.83 (17.47) 0.058
IL17A 6.35 (18.35) 7.32 (12.06) 0.303
IL1S 58.98 (60.39) 40.28 (48.09) 0.160
ILIRA 644.67 (1312.68) 604.75 (961.67) 0.904
IL2 10.91 (17.42) 14.64 (20.59) 0.185
IL21 2.85(7.97) 3.70 (13.81) 0.370
1L22 6.62 (46.36) 2.79 (20.08) 0.257
1L23 7.99 (7.58) 7.67 (10.50) 0.717
1L27 19.43 (26.49) 18.06 (44.09) 0.755
IL31 5.65 (6.44) 5.01 (8.85) 0.741
IL4 5.60 (4.95) 5.76 (7.88) 0.851
IL5 5.12 (36.16) 6.1 (16.84) 0.884
IL6 9.06 (28.74) 15 (20.69) 0.270
L7 1.57 3.01) 1.69 (3.01) 0.977
L8 2.08 (4.61) 2.06 (3.57) 0.705
IL9 2.21 (2.81) 2.03 (4.35) 0.834
IP1B 53.33 (40.05) 45 (47.97) 0.794
P10 48.78 (46.14) 43 (36.14) 0.390
LIF 13.48 (20.55) 15.70 (16.11) 0.997
MCPI 48.85 (62.81) 35.97 (28.01) 0.029
MIP1A 3.31(12.61) 3.39 (10.98) 0.760
NGFB 436 (2.91) 4.08 (3.59) 0.975
PDGFBB 409.08 (1037.63) 203 (591.37) 0.042
PIGF1 27.22 (116.59) 4.24 (48.78) 0.036
RANTES 23.43 (17.75) 21.54 (19.79) 0.942
SCF 8.42 (9.50) 6.51 (5.98) 0.408
SDF1A 713.92 (742.29) 643 (500.75) 0.441
TNFA 7.56 (11.04) 5.85 (11.04) 0.736
TNFB 3.31 (3.58) 3.08 (5.33) 0.804
VEGFA 205.5 (250.56) 105.66 (162.2) 0.012
VEGFD 11.3 (13.23) 12.90 (13.34) 0.185

Las variables continuas son representadas [mediana (rango intercuartilico—IQR)].
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Tabla Suplementaria S2. Modelo de regresion logistica univariante para cada citoquina
ajustada por edad y género

Cytokine p-value OR CI 95%
BDNF 0.910 0.988 0.808 1.210
EGF 0.841 0.984 0.838 1.155
Eotaxin 0.666 0.888 0.516 1.526
FGF2 0.882 0.987 0.828 1.176
GMCSF 0.336 0.894 0.711 1.124
GROa 0.410 0.888 0.669 1.178
HGF 0.000 2.121 1.468 3.062
IFNa 0.933 1.006 0.870 1.165
IFNg 0.303 1.230 0.830 1.822
IL1a 0.166 1.081 0.968 1.208
IL1b 0.117 0.789 0.586 1.061
IL10 0.947 1.013 0.696 1.474
IL12p70 0.887 1.035 0.639 1.677
IL13 0.608 0.941 0.746 1.187
IL15 0.026 0.696 0.506 0.958
IL17a 0.267 0.872 0.685 1.110
IL18 0.222 1.212 0.890 1.652
IL1RA 0.993 0.999 0.830 1.203
IL2 0.135 0.768 0.544 1.085
1121 0.391 0.947 0.838 1.072
1L.22 0.401 1.038 0.951 1.133
1L.23 0.722 0.943 0.683 1.302
1127 0.704 0.970 0.831 1.133
IL31 0.754 0.956 0.723 1.265
1L4 0.907 0.982 0.730 1.322
IL5 0.693 1.029 0.894 1.184
IL6 0.241 0.858 0.664 1.108
IL7 0.988 0.998 0.769 1.296
IL8 0.567 0.949 0.792 1.136
IL9 0.974 1.005 0.752 1.342
IP1b 0.733 0.946 0.688 1.301
1P10 0.713 1.064 0.766 1.477
LIF 0.909 1.019 0.739 1.405
MCP1 0.022 1.598 1.071 2.384
MIP1a 0.994 0.999 0.830 1.203
NGFb 0.582 1.150 0.699 1.890
PDGFBB 0.053 1.210 0.998 1.467
PIGF1 0.124 1.074 0.981 1.177
RANTES 0.478 1.154 0.777 1.713
SCF 0.452 1.148 0.801 1.645
SDF1a 0.686 1.040 0.861 1.256
TNFa 0.974 0.996 0.759 1.305
TNFb 0.979 1.004 0.716 1.409
VEGFA 0.123 1.180 0.956 1.456
VEGFD 0.113 0.739 0.508 1.075

OR—Odss Ratio; CI—Intervalo de confianza
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Tabla Suplementaria S3. Modelo de regresion logistica univariante para cada

caracteristica clinica ajustado por edad y género.

Clinical
characteristics
Blood Group

Grupo sanguineo O
Comorbidities
Fumador
Enfermedad coronaria

Fibrilacion auricular
Diabetes
Enfermedad neurolégica
Ictus
Hipertension
Hepatopatias
Obesidad
EPOC
Nefropatias
Laboratory values
Glucemia (mg/dL)
Creatinina (mg/dL)
Bilirrubina total (mg/dL)
Leucocitos (x109/L)
Limfocitos (x109/L)
Neutrofilos (x109/L)
Procalcitonina (ng/ml)
Plaquetas (x109/L)
PCR (mg/L)
Ferritina (ng/L)
Dimero D (mg/L)
LDH (mmol/L)

OR, Odds Ratio; CI, Intervalo de confianza

p-value

0.061

0.622
1.000
0.916
0.037
0.773
1.000
0.769
0.999
0.023
0.785
0.360

0.000
0.122
0.250
0.000

0.484
0.000
0.048
0.932

0.091
0.002
0.050
0.000
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OR

0.746

1.428
1.000
0.929
2.968
1.512
0.000
1.131
0.000
5.363
1.242
3.151

1.030
1.633
1.449
1.000

1.000
1.000
2.527
1.000

1.004
1.001
1.000
1.007

0.549

0.347
0.255
0.237
1.067
0.091
0.000
0.496
0.000
1.254
0.261
0.270

1.017
0.877
0.770
1.000

1.000
1.000
1.010
1.000

0.999
1.000
1.000
1.003

CI195%

1.013

5.880
3.919
3.640
8.256
25.173

2.583

22.936
5.909
36.797

1.043
3.041
2.725
1.000

1.000
1.001
6.327
1.000

1.008
1.001
1.000
1.011
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Tabla Suplementaria S4. Regresion logistica multivariante por eliminacion hacia atras

p-value CI95%
Effect OR

Lower Upper

0 blood-group 0.019 0.073 0.008 0.654

Intubation or Glycaemia > 134.5 mg/dL 0.003 15.09 2.577 88.32
death Procalcitonin > 0.07 ng/mL 0.017 12.92 1.58 105.99

Ferritin > 934 pg/LL 0.039 6.91 1.1 43.5
D-dimer > 1814.5 mg/L 0.041 13 1.11 152.04

HGF > 187.5 pg/ml 0.025 7.38 1.28 424

CI— Intervalo de confianza; OR—QOdds ratio.

Tabla Suplementaria S5. Reemuestreo con remplazo para las variables del modelo
multivariante.

B Bias Std. Error D 95% CI
Lower Upper
0 blood-group -2.624 -10.322 22.637 0.031 -86.377 -0.265
Glycaemia>134.5 mg/dL 2.714 7.976 19.991 0.003 0.724 80.430
Procalcitonin>0.07 ng/mL 2.559 7.854 18.129 0.001 1.124 65.326
Ferritin>934 pg/L 1.933 3.788 12.909 0.013 0.496 52.612
D-dimer>1814.5 mg/L 2.566 10.785 21.444 0.008 0.109 79.985
HGF>187.5 pg/ml 1.998 6.852 16.286 0.003 0.536 61.567

Cl—confidence Interval; B—Dbeta coefficient.
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Tabla Suplementaria S6: Comparacion del perfil de citocinas en el primer dia de

ingreso hospitalario.

Non-survival at 28 days

BDNF
EGF
Eotaxin
FGF2
GMCSF
GROa
HGF
IFNa
IFNg
IL1a
IL1b
IL10
IL12p70
1L13
IL15
IL17a
IL18
IL1IRA
112
1121
1122
1L23
1L.27
1L31
1L4

ILS

IL6

IL7

ILS8

1L9
IP1b
1P10
LIF
MCP1
MIPla
NGFb
PDGFBB
PIGF1
RANTES
SCF
SDF1a
TNFa
TNFb
VEGFA
VEGFD

Continuous variables are represented as [median, (interquartile range, IQR)].

(N=20)

56.33 (77.63)
2.16 (10.52)
13.65 (9.98)
0.69 (1.86)
9.53 (7.56)
2.48 (4.19)

269.75 (636.25)
0.4 (1.83)
7.63 (11.83)
7.52 (11.12)
5.70 (5.85)

1.4 (2.54)
3.10 (2.43)

1.59 (1.55)
7.12 (17.09)
3.87 (10.08)
58.98 (57.68)

627.42 (1358.75)
8.02 (10.85)
1.69 (6.18)
4.66 (46.68)
6.20 (6.64)
11.78 (20.91)

425 (6.3)
5.07 (4.85)
3.55 (6.10)
11.64 (30.23)
1.13 (2.64)
1.45 (4.66)
1.59 (2.23)
43.68 (34.18)
48.78 (53.21)
11.26 (12.89)
41.75 (71.28)
3.35(11.01)
3.61(2.72)
265 (564)
25.35 (162.61)
23.43 (21.09)
9.06 (9.55)

649.25 (927.63)

6.14 (7.579621)
2.48 (2.93)

262.25 (277.38)
6.72 (18.10)
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Survivors
(N=88)

63 (179.78)
2.25 (7.55)
14.28 (9.97)
1.03 (2.63)

12.86 (31.34)
3.25 (4.24)
160.25 (208.48)
0.51 (1.65)
8.99 (6.67)
1.83 (7.44)
7.01 (10.62)
1.79 (2.56)

3.71 (3.21051825)
2.33(3.1)

13.83 (19.10)
7.36 (15.68)
45.58 (50.74)
604.75 (992.85)
15.3 (21.01)
4.18 (13.04)
3.65 (20.56)
7.89 (9.84)
20.62 (38.20)
5.51 (8.45)
5.84 (7.43)
7.39 (20.88)
13.07 (21.79)
1.81 (3.03)
2.14 (3.57)
2.29 (3.97)
49.78 (46.85)
45.4 (42.51)
16.15 (16.84)
37.88 (30.85)
3.39 (11.96)
437 (3.47)
334.92 (718.3)
5.45 (49.81)
22.15 (17.66)
6.46 (6.8)
669.5 (603)
6.13 (11.42)
3.41 (4.92)
113.25 (164.49)
12.75 (12.86)

p-value

0.462
0.918
0.629
0.522
0.110
0.393
0.020
0.931
0.893
0.040
0.103
0.253
0.443
0.296
0.033
0.054
0.319
0.906
0.037
0.091
0.788
0.279
0.380
0.347
0.504
0.179
0.382
0.522
0.566
0.187
0.506
0.710
0.329
0.226
0.443
0.275
0.740
0.467
0.731
0.319
0.943
0.424
0.176
0.005
0.192
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Tabla Suplementaria S7: Comparacion del perfil de citocinas al tercer dia de ingreso

hospitalario

BDNF
EGF
Eotaxin
FGF2
GMCSF
GROa
HGF
IFNa
IFNg
IL1a
IL1b
IL10
IL12p70
IL13
1L15
IL17a
IL18
IL1IRA
IL2
1L21
1L22
IL23
IL27
IL31
1L4

1L5

IL6

IL7

ILS8

1L9
IP1b
1P10
LIF
MCP1
MIP1a
NGFb
PDGFBB
PIGF1
RANTES
SCF
SDF1a
TNFa
TNFb
VEGFA
VEGFD

Continuous variables are represented as [median, (interquartile range, IQR)]

Non-survival at 28 days

(N=20)
36.46 (54.84)
1.41 (2.24)
9.78 (12.60)
0.67 (1.29)
11.95 (16.28)
2.78 (6.15)
573.75 (616.5)
0.20 (0.38)
9.33 (12.46)
2.96 (6.22)
5.24 (5.50)
1.36 (2.57)
3.08 (1.82)
2.04 (2.11)
8.85 (11.65)
5.15 (6.75)
66.35 (106.95)

552.25 (1501.86)

12.15 (13.2)
2.06 (5.73)
1.62 (20.56)
7.28 (8.06)
16.4 (24.47)
4.56 (5.13)

4.64 (4)
4.20 (9.90)
6.66 (33.77)

1.74 (1.9)

1.2 (1.85)

1.79 (2.3)

44.08 (46.63)
29.5 (53.14)
9.92 (17.33)

34.78 (37.54)
2.52 (10.44)
3.88 (3.03)

562 (752.85)
21.51(77.97)

25.98 (34.07)

11.24 (22.20)

579.25 (960)
5.73 (11.38)

2.76 (3)

173.37 (375.5)
7.27 (9.22)
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Survivors
(N=88)
63.4 (201.05)
1.88 (4.25)
14.2 (10.08)
0.92 (2.21)
12.96 (28.17)
2.39 (2.25)
212 (286.5)
0.29 (0.50)
9.04 (5.82)
2.27 (6.78)
7.28 (9.1)
1.41(1.33)
3.76 (2.98)
2.41 (3.29)
15.55 (13.63)
7.61 (12.13)
41.8 (56.3)
496 (951.5)
15.7 (17.66)
3.66 (11.66)
3.77 (14.17)
7.26 (8.16)
20.48 (48.56)
5.08 (7)
5.55(5.84)
5.07 (21.07)
9.16 (18.39)
1.8 (2.36)
2.07 (5.59)
2.10 (3.12)
50.4 (47.7)
24.75 (32.05)
13.35 (13.62)
31.9 (33.59)
3.21 (9.08)
4.22 (3.40)
409.75 (1153)
4.76 (61.51)
27.15 (23.6)
7.155 (5.44)
724.5 (651)
7.07 (8.97)
3.34 (3.96)
101.3 (160.85)
11.3 (11.18)

p-value

0.029
0.326
0.046
0.237
0.612
0.462
0.001
0.322
0.487
0.804
0.079
0.930
0.150
0.761
0.011
0.063
0.030
0.707
0.086
0.174
0.592
0.655
0.338
0.587
0.288
0.523
0.879
0.952
0.119
0.322
0.448
0.265
0.592
0.149
0.615
0.930
0.777
0.968
0.857
0.360
0.584
0.549
0.314
0.072
0.065
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Tabla Suplementaria S8: Comparacion del perfil de citocinas en el sexto dia de ingreso

hospitalario

BDNF
EGF
Eotaxin
FGF2
GMCSF
GROa
HGF
IFNa
IFNg
IL1a
IL1b
IL10
IL12p70
IL13
IL15
IL17a
IL18
IL1RA
IL2
IL21
1L22
IL23
1L27
IL31
1L4

IL5

IL6

IL7

ILS8

IL9
IP1b
IP10
LIF
MCP1
MIP1a
NGFb
PDGFBB
PIGF1
RANTES
SCF
SDF1a
TNFa
TNFb
VEGFA
VEGFD

Continuous variables are represented as [median, (interquartile range, IQR)]

Non-survival at 28

days
(N=20)
33.45 (65.08)
1.49 (2.41)
16.9 (11.53)
0.58 (0.92)
8.18 (22.89)
1.8 (1.54)
1022 (1398.75)
0.21 (0.37)
7.73 (10.49)
2.76 (14.11)
4.51 (9.25)
1.28 (2.11)
2.97 (1.18)
1.65 (1.99)
8.51 (14.84)
4.65 (8.42)
74.1 (60.48)
316 (1223.35)
8.32 (11.31)
1.93 (5.6)
1.59 (15.97)
5.59 (4.55)
11.54 (24.65)
3.79 (3.56)
4.22 (2.15)
3.05 (4.47)
12.85 (28.88)
1.144 (2.30)
2.3 (11.46)
1.61 (1.68)
39.75 (49.93)
16.8 (21.58)
10.39 (22.01)
49.5(29.13)
2.26 (8.26)
3.65 (1.28)
453.5 (881.45)
59.05 (102.22)
27.85(17.73)
16.15(21.03)
917.5 (1309.5)
6.78 (8.96)
2.52(2.2)
250 (293.1)
9.59 (5.30)
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Survivors
(N=88)

49.75 (122.38)
1.766 (5.044)
14.1 (10.48)
0.78 (1.15)
11.94 (33.29)
2.21(1.82)
265 (359.75)
0.24 (0.31)
8.87 (5.78)
1.72 (6.35)
6.5 (7.41)
1.42 (1.17)
3.53(2.28)
2.08 (2.8)
14.8 (16.42)
6.59 (11.07)
38.25 (48.9)
473 (1072.49)
14.75 (21.77)
3.2(7.7)
3.23 (11.63)
7.043 (6.31)
16.31 (45.45)
4.88 (4.53)
5.37 (4.94)
3.64 (8.45)
9.01 (19.18)
1.64 (2.52)
2.12 (9.85)
1.99 (2.12)
39.85 (46.63)
17.3 (14.05)
10.47 (14.1)
24.6 (34.38)
2.72 (8.22)
3.85(2.38)
401.5 (1043.5)
7.5 (64.49)
30.15 (19.3)
6.16 (7.33)
571 (544)
6.19 (9.90)
3.02 (2.81)
82.15 (146.28)
12.47 (9.88)

p-value

0.094
0.661
0.645
0.451
0.157
0.491
0.000
0.833
0.782
0.377
0.090
0.961
0.157
0.199
0.035
0.117
0.010
0.786
0.064
0.547
0.961
0.321
0.316
0.326
0.151
0.458
0.909
0.180
0.692
0.471
0.645
0.745
0.676
0.027
0.522
0.505
0.633
0.395
0.892
0.017
0.125
0.733
0.445
0.017
0.170
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Tabla Suplementaria S9: Prueba KMO y de Bartlett

Kaiser-Meyer-Olkin Measure of Sampling Adequacy. 0.697
Bartlett's Test of Sphericity  Approx. Chi-Square 1066.383
Degrees of fredom 45
Significance <0.001

Tabla Suplementaria: Regresion logistica hacia adelante de los componentes
principales para todos los tiempos de muestreo

B Std. Wald P-value OR CI1 95%
Error Low High
PC3day0 -2.735 .600 20.789  0.029 2.35 1.09 5.06

PC1 day 6 .855 391 4790  0.003 0.273 0.12 0.64
PC2day6  -1.298 436 8.853  0.001 5.24 2.03 13.48

CI, Intervalo de confianza; OR, Odds ratio
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Figura Suplementaria 1. Analisis exploratorio. Se realiz6 un analisis multivariante mediante

analisis discriminante por minimos cuadrados parciales (PLS-DA) a partir de datos de expresion
de miRNA normalizados, correspondientes a los grupos de infeccion en exosomas (A) y plasma
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Tabla Suplementaria 11. miRNA SDE en EVs entre pacientes con COVID-19 severo y
controles con FC > 1.5 y un FDR < 0.05.

baseMean log2FC IfcSE stat pvalue padj
hsa-miR- 63.69 3.54 0.54 6.58 4.72E-11 2.29E-09
658
hsa-miR- 11.63 3.10 0.58 5.35 8.88E-08 2.43E-06
4800-5p
hsa-miR- 3.98 2.51 0.92 2.74 6.10E-03 4.30E-02
1249-5p
hsa-miR- 5.21 2.40 0.83 2.88 3.93E-03 2.97E-02
2861
hsa-miR- 22.06 2.06 0.42 4.86 1.17E-06 2.13E-05
7847-3p
hsa-miR- 2.84 2.01 0.69 293 3.42E-03 2.67E-02
8085
hsa-miR- 251.11 1.91 0.30 6.36 1.97E-10 8.65E-09
122-5p
hsa-miR- 2.72 1.73 0.58 3.00 2.67E-03 2.21E-02
425-3p
hsa-miR- 491.90 1.71 0.23 7.40 1.39E-13 2.03E-11
223-3p
hsa-miR- 141.78 1.46 0.21 6.87 6.54E-12 3.58E-10
143-3p
hsa-miR- 18.32 1.44 0.30 4.77 1.81E-06 2.94E-05
320c¢
hsa-miR- 4.04 1.42 0.53 2.69 7.06E-03 4.68E-02
223-5p
hsa-miR- 15.93 1.38 043 3.23 1.22E-03 1.09E-02
1246
hsa-miR- 36.29 1.24 0.26 4.79 1.68E-06 2.83E-05
320b
hsa-miR- 116.19 1.08 0.32 3.39 6.96E-04 6.77E-03
574-5p
hsa-miR- 10.46 1.04 0.36 291 3.58E-03 2.75E-02
320d
hsa-miR- 116.64 1.03 0.15 7.06 1.65E-12 1.36E-10
25-3p
hsa-miR- 27.32 0.99 0.20 4.94 7.76E-07 1.55E-05
148a-3p
hsa-miR- 25.19 0.94 0.22 4.29 1.78E-05 2.37E-04
7-Sp
hsa-miR- 50.77 0.93 0.19 5.00 5.62E-07 1.23E-05
484
hsa-miR- 59.15 0.92 0.18 5.23 1.69E-07 4.12E-06
221-3p
hsa-miR- 2181.79 0.88 0.17 5.20 1.97E-07 4.54E-06
451a
hsa-miR- 26.59 0.87 0.21 4.07 4.73E-05 5.92E-04
363-3p
hsa-miR- 21.79 0.78 0.28 2.74 6.18E-03 4.30E-02
875-5p
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hsa-miR-
425-5p
hsa-miR-
22-3p
hsa-miR-
486-5p
hsa-miR-
128-3p
hsa-miR-
423-5p
hsa-miR-
126-3p
hsa-miR-
139-5p
hsa-miR-
23a-3p
hsa-miR-
10b-5p
hsa-miR-
30a-5p
hsa-miR-
150-5p
hsa-miR-
27b-3p
hsa-miR-
99b-5p
hsa-miR-
23b-3p
hsa-miR-
10a-5p
hsa-let-7e-
Sp
hsa-miR-
126-5p
hsa-miR-
181a-2-3p
hsa-miR-
483-3p
hsa-miR-
6775-5p
hsa-miR-
149-3p
hsa-miR-
6784-5p
hsa-miR-
4754
hsa-miR-
4505
hsa-miR-
5705
hsa-miR-
5192

37.55

98.39

1071.59

23.14

250.80

762.84

65.46

339.17

333.35

317.48

293.50

191.63

55.54

68.75

175.63

79.99

114.26

5.56

3.89

3.30

1.49

2.16

1.04

1.33

1.46

1.26

0.75

0.67

0.64

0.63

0.60

-0.61

-0.64

-0.66

-0.66

-0.69

-0.69

-0.72

-0.74

-0.82

-0.83

-0.99

-1.04

-1.21

-1.84

-2.25

-2.42

-2.80

-2.80

-2.94

-4.58

-22.67

0.16

0.18

0.13

0.22

0.10

0.12

0.17

0.11

0.14

0.10

0.13

0.10

0.16

0.13

0.14

0.14

0.14

0.42

0.51

0.69

0.90

0.79

1.04

1.09

1.47

3.03
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4.65

3.77

4.72

2.93

5.89

-4.97

-3.78

-6.09

-4.82

-6.88

-5.28

-7.20

4,64

-6.27

-6.15

-7.04

7.44

-2.86

-3.58

-3.25

-2.68

-3.55

-2.70

-2.71

-3.11

-7.49

3.38E-06

1.61E-04

2.37E-06

3.42E-03

3.82E-09

6.56E-07

1.56E-04

1.13E-09

1.47E-06

5.94E-12

1.30E-07

5.92E-13

3.44E-06

3.50E-10

7.71E-10

1.87E-12

1.02E-13

4.29E-03

3.41E-04

1.17E-03

7.37E-03

3.79E-04

7.00E-03

6.75E-03

1.86E-03

6.90E-14

4.85E-05

1.77E-03

3.58E-05

2.67E-02

1.19E-07

1.37E-05

1.75E-03

3.81E-08

2.58E-05

3.58E-10

3.36E-06

6.49E-11

4.85E-05

1.39E-08

2.81E-08

1.36E-10

2.03E-11

3.19E-02

3.55E-03

1.09E-02

4.82E-02

3.86E-03

4.68E-02

4.62E-02

1.60E-02

2.03E-11



Capitulo IX: Anexos

Tabla Suplementaria S12. miRNA SDE en plasma entre pacientes con COVID-19 severo y
controles con un FC > 1.5 y un FDR < 0.05.

baseMean log2FoldC IfcSE stat pvalue padj
hange

hsa-miR- 60.62 23.07 1.86 12.42 1.94E-35 1.28E-32
10400-5p
hsa-miR- 2.80 19.10 2.46 7.77 7.75E-15 2.56E-12
5009-5p
hsa-miR- 2.56 19.00 3.33 5.71 1.13E-08 7.44E-07
3135a
hsa-miR- 90.51 9.03 2.68 3.37 7.52E-04 8.02E-03
6767-5p
hsa-miR- 49.87 7.80 1.25 6.25 4.22E-10 4.65E-08
125a-3p
hsa-miR- 75.71 7.71 1.74 4.43 9.37E-06 2.38E-04
937-3p
hsa-miR- 76.73 7.16 1.31 5.47 4.42E-08 2.09E-06
4665-5p
hsa-miR- 5.78 7.11 2.03 3.50 4.60E-04 5.15E-03
4661-5p
hsa-miR- 104.79 7.01 0.97 7.19 6.25E-13 1.03E-10
7854-3p
hsa-miR- 14.16 5.94 1.35 4.42 9.92E-06 2.43E-04
6721-5p
hsa-miR- 15.90 5.79 1.18 4.90 9.71E-07 3.06E-05
548ae-5p
hsa-miR- 46.16 5.76 1.55 3.71 2.06E-04 2.90E-03
6821-5p
hsa-miR- 15.86 5.49 1.12 4.90 9.53E-07 3.06E-05
548ad-5p
hsa-miR- 9.82 5.48 1.72 3.19 1.44E-03 1.36E-02
4646-5p
hsa-miR- 15.87 541 1.24 4.38 1.20E-05 2.73E-04
331-3p
hsa-miR- 28.56 5.37 1.73 3.11 1.85E-03 1.57E-02
8485
hsa-miR- 54.20 5.36 1.53 3.51 4.52E-04 5.15E-03
4497
hsa-miR- 11.38 5.28 1.28 4.12 3.82E-05 7.90E-04
5010-5p
hsa-miR- 46.21 5.21 1.12 4.65 3.26E-06 8.99E-05
1273h-5p
hsa-miR- 16.97 4.95 1.89 2.62 8.92E-03 4.99E-02
6873-3p
hsa-miR- 12.06 4.85 1.67 2.90 3.79E-03 2.66E-02
4685-3p
hsa-miR- 17.08 4.82 1.46 3.30 9.51E-04 9.82E-03
885-3p
hsa-miR- 6.20 4.80 1.78 2.70 6.90E-03 4.11E-02
9-5p
hsa-miR- 10.03 4.77 1.52 3.15 1.66E-03 1.49E-02
1284
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Capitulo IX: Anexos

hsa-miR-
3173-5p
hsa-miR-
1260b
hsa-miR-
197-5p
hsa-miR-
429
hsa-miR-
3180-3p
hsa-miR-
3180
hsa-let-7i-
3p
hsa-miR-
1306-5p
hsa-miR-
548a-3p
hsa-miR-
548e-3p
hsa-miR-
455-5p
hsa-miR-
10399-3p
hsa-miR-
548ay-5p
hsa-miR-
4659b-3p
hsa-miR-
10527-5p
hsa-miR-
4659a-3p
hsa-miR-
148a-5p
hsa-miR-
3605-5p
hsa-miR-
99b-3p
hsa-miR-
195-3p
hsa-miR-
1287-5p
hsa-miR-
320d
hsa-miR-
23a-5p
hsa-miR-
5100
hsa-miR-
151b
hsa-miR-
4429
hsa-miR-
320e

74.80

119.13

8.96

7.50

26.06

26.06

9.90

5.89

5.82

16.26

13.01

56.07

16.29

6.64

35.40

4.97

162.08

31.51

69.66

21.11

93.80

2660.27

63.88

123.70

55.51

40.62

252.16

4.74

4.68

4.67

4.60

4.60

4.60

4.52

4.50

4.43

4.42

4.41

4.37

4.34

4.14

4.14

3.94

3.92

3.90

3.76

3.46

3.44

341

3.41

3.38

3.21

3.14

3.08

1.21

0.91

1.59

1.73

1.50

1.50

1.54

1.45

1.67

1.34

1.39

0.90

1.09

1.49

1.05

1.45

0.94

1.25

1.01

1.25

0.55

1.28

0.90

0.78

0.72

0.59
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3.92

5.15

2.94

2.67

3.06

3.06

2.94

3.11

2.65

3.31

3.17

4.87

3.97

2.77

3.93

2.72

4.18

3.11

3.71

3.11

2.76

6.21

2.65

3.75

4.10

4.38

5.22

8.96E-05

2.62E-07

3.32E-03

7.68E-03

2.19E-03

2.19E-03

3.30E-03

1.90E-03

8.13E-03

9.30E-04

1.51E-03

1.10E-06

7.12E-05

5.55E-03

8.59E-05

6.44E-03

2.92E-05

1.88E-03

2.06E-04

1.87E-03

5.82E-03

5.27E-10

7.94E-03

1.76E-04

4.08E-05

1.17E-05

1.78E-07

1.60E-03

1.02E-05

2.41E-02

4.53E-02

1.74E-02

1.74E-02

2.41E-02

1.57E-02

4.59E-02

9.76E-03

1.40E-02

3.29E-05

1.34E-03

3.60E-02

1.58E-03

3.94E-02

6.23E-04

1.57E-02

2.90E-03

1.57E-02

3.70E-02

4.97E-08

4.58E-02

2.72E-03

8.01E-04

2.73E-04

7.36E-06



Capitulo IX: Anexos

hsa-miR- 9960.47 3.08 0.56 5.54 2.98E-08 1.51E-06
320b

hsa-miR- 281.78 3.05 0.79 3.86 1.13E-04 1.97E-03
760

hsa-miR- 49.72 3.03 0.85 3.56 3.67E-04 4.47E-03
766-5p

hsa-let-7f- 3.99 3.03 1.10 2.76 5.70E-03 3.66E-02
2-3p

hsa-miR- 181.03 2.94 0.87 3.38 7.19E-04 7.79E-03
3138

hsa-miR- 3962.84 2.92 0.57 5.13 2.86E-07 1.05E-05
320c

hsa-miR- 31.77 2.75 0.84 3.29 1.00E-03 1.02E-02
361-5p

hsa-miR- 36.41 2.74 0.86 3.17 1.52E-03 1.40E-02
6734-5p

hsa-miR- 2403.35 2.68 0.53 5.04 4.54E-07 1.58E-05
193a-5p

hsa-miR- 78466.43 2.58 0.56 4.57 4.78E-06 1.26E-04
320a-3p

hsa-miR- 1019.33 2.55 0.74 3.44 5.92E-04 6.52E-03
134-5p

hsa-miR- 372.65 2.50 0.66 3.80 1.44E-04 2.38E-03
576-3p

hsa-miR- 2696.59 2.45 0.43 5.66 1.55E-08 8.52E-07
629-5p

hsa-miR- 279.96 2.44 0.90 2.72 6.49E-03 3.94E-02
4488

hsa-miR- 69.25 2.39 0.74 3.22 1.30E-03 1.28E-02
200¢-3p

hsa-miR- 733.10 2.32 0.63 3.65 2.62E-04 3.46E-03
193b-5p

hsa-miR- 349.58 2.31 0.81 2.83 4.60E-03 3.10E-02
151a-5p

hsa-miR- 472.29 2.28 0.82 2.79 5.25E-03 3.47E-02
3960

hsa-miR- 59.85 2.27 0.63 3.61 3.03E-04 3.85E-03
505-5p

hsa-miR- 674.60 2.25 0.55 4.10 4.12E-05 8.01E-04
1908-5p

hsa-miR- 95.61 2.14 0.58 3.72 2.01E-04 2.90E-03
502-3p

hsa-miR- 339.80 2.11 0.68 3.11 1.90E-03 1.57E-02
1273h-3p

hsa-miR- 21126.40 1.98 0.26 7.67 1.72E-14 3.80E-12
22-3p

hsa-miR- 272.46 1.96 0.67 2.94 3.24E-03 2.41E-02
378¢

hsa-miR- 122.74 1.90 0.65 2.93 3.43E-03 2.46E-02
25-5p

hsa-miR- 429.88 1.82 0.48 3.82 1.32E-04 2.23E-03
22-5p

hsa-miR- 201.30 1.79 0.59 3.03 2.41E-03 1.89E-02
425-3p
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Capitulo IX: Anexos

hsa-miR-
1290
hsa-miR-
1246
hsa-miR-
125b-5p
hsa-miR-
501-3p
hsa-miR-
185-5p
hsa-miR-
423-5p
hsa-miR-
744-5p
hsa-miR-
92b-3p
hsa-miR-
107
hsa-miR-
194-5p
hsa-miR-
99b-5p
hsa-miR-
221-3p
hsa-miR-
152-3p
hsa-miR-
7-5p
hsa-miR-
486-5p
hsa-miR-
423-3p
hsa-miR-
103a-3p
hsa-miR-
363-3p
hsa-miR-
21-5p
hsa-let-7g-
Sp
hsa-miR-
328-3p
hsa-miR-
139-5p
hsa-miR-
215-5p
hsa-miR-
155-5p
hsa-miR-
340-3p
hsa-miR-
150-3p
hsa-miR-
146b-5p

455.40

865.07

603.88

1338.84

4387.25

275575.49

3106.09

305.60

1062.03

1021.93

2515.03

1497.74

560.45

1214.80

333207.86

13134.96

1527.46

1893.75

46426.22

12900.27

1058.55

895.29

351.19

251.97

279.63

446.18

11086.74

1.68

1.59

1.56

1.54

1.50

1.37

1.35

1.35

1.32

1.26

1.21

1.08

1.08

1.04

0.95

0.90

0.82

0.67

0.66

-0.73

-1.01

-1.10

-1.54

-1.55

-1.71

-1.99

-1.99

0.54

0.43

0.49

0.44

0.41

0.37

0.43

0.47

0.37

0.42

0.32

0.38

0.41

0.39

0.34

0.25

0.31

0.25

0.18

0.25

0.32

0.34

0.42

0.57

0.59

0.67

0.29
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3.10

3.67

3.21

3.53

3.64

3.74

3.14

2.87

3.54

3.00

3.76

2.82

2.65

2.66

2.77

3.56

2.65

2.73

3.74

-2.91

-3.11

-3.27

-3.65

-2.73

-2.89

-2.98

-6.89

1.92E-03

2.47E-04

1.34E-03

4.13E-04

2.70E-04

1.81E-04

1.66E-03

4.06E-03

4.08E-04

2.70E-03

1.71E-04

4.81E-03

7.96E-03

7.84E-03

5.54E-03

3.72E-04

8.03E-03

6.35E-03

1.81E-04

3.64E-03

1.85E-03

1.09E-03

2.58E-04

6.41E-03

3.82E-03

2.92E-03

5.57E-12

1.57E-02

3.40E-03

1.30E-02

4.79E-03

3.50E-03

2.72E-03

1.49E-02

2.79E-02

4.79E-03

2.05E-02

2.772E-03

3.21E-02

4.58E-02

4.58E-02

3.60E-02

4.47E-03

4.58E-02

3.94E-02

2.772E-03

2.59E-02

1.57E-02

1.09E-02

3.46E-03

3.94E-02

2.66E-02

2.19E-02

7.37E-10



Capitulo IX: Anexos

hsa-miR-
4433b-3p
hsa-miR-
342-5p
hsa-miR-
3158-3p
hsa-miR-
150-5p
hsa-miR-
642a-3p
hsa-miR-
574-5p
hsa-miR-
4433a-3p
hsa-miR-
659-5p
hsa-miR-
1275
hsa-miR-
6806-3p
hsa-miR-
3151-5p
hsa-miR-
5193
hsa-miR-
514a-3p

1361.23

3517.48

1162.88

833.15

32.16

590.24

14.06

13.74

111.88

13.00

10.32

7.81

19.90

-2.01

-2.50

-2.75

-3.09

-3.20

-3.88

-3.97

-4.88

-5.63

-6.15

-6.63

-7.03

-7.09

0.67

0.43

0.47

0.55

1.16

0.81

0.92

1.62

1.04

2.16

2.44

2.20

1.99

-3.03

-5.81

-5.84

-5.67

-2.75

-4.80

-4.30

-3.01

-5.39

-2.85

-2.71

-3.20

-3.56

2.45E-03

6.11E-09

5.36E-09

1.45E-08

5.98E-03

1.59E-06

1.69E-05

2.57E-03

7.03E-08

4.36E-03

6.64E-03

1.36E-03

3.69E-04

1.91E-02

4.49E-07

4.43E-07

8.52E-07

3.77E-02

4.57E-05

3.73E-04

1.98E-02

3.10E-06

2.97E-02

3.99E-02

1.30E-02

4.47E-03

Figura Suplementaria 3. Diagrama de Venn de los miRNA SDE comunes en exosomas y

plasma de pacientes COVID-19 severo.
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Capitulo IX: Anexos

Tabla Suplementaria S13. Caracteristicas de los pacientes con COVID-19 segtin la

mortalidad a los 90 dias.

No. of patients

Age (years, Median (IQR))
Sex (males, N (%))
Comorbidities (N(%))
Smoker

Alcoholism

Cardiopathy

Diabetes

Arterial hypertension
Obesity

Chronic Obstructive Pulmonary
Disease
Asthma

Biochemistry (Median (IQR))
Creatinine (mg/dl)

Leucocytes (n/ul)

Linfocytes (n/pl)

Neutrophils (n/ul)

Platelets (n/ul)

Triglycerids (mg/dl)
Cholesterol (mg/dl)

Glucose (mg/dl)

Bilirubin (mg/dl)
Hospitalization variables
Temperature (Median (IQR))

Length of hospitalary stay (Median

(IQR))
Therapy (N (%))

Thyroid hormones
Statins
Betablockers
Immunosupressants

Alive
24
81.5(15.8)
15 (62.5%)

1 (4.2%)
0 (0.0%)
7(29.2%)
5 (20.8%)
16 (66.7%)
3 (12.5%)
4 (16.7%)

1 (4.2%)

0.815 (0.37)
9130 (5081)
1.515 (564)
7425 (3318)

182500
(158500)
115 (71.5)

139.5 (32.2)
129.5 (76)
0.5 (0.45)

36.7 (0.8)
9.5 (14)

0 (0.0%)
6 (25.0%)
1 (4.2%)
0 (0.0%)
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Deceased
12
75.5 (35)

6 (50.0%)

1 (8.3%)

1 (8.3%)
2 (16.7%)
3 (25.0%)
6 (50.0%)
4 (33.3%)

1 (8.3%)

0 (0.0%)

1.00 (0.43)
11465 (5398)
1310 (352)
9755 (4311)

204500
(54250)
165.5 (106.5)

150.5 (39.3)
90 (62)
0.5 (0.23)

36.7 (1.6)
9.5 (51.5)

0 (0.0%)
1 (8.3%)
0 (0.0%)
0 (0.0%)

p-value

0.724
0.473

0.607
0.151
0.414
0.777
0.334
0.137
0.496

0.473

0.144
0.97
0.623
0.806
0.985

0.302
0.533
0.113
0.506

0.848
0.762

0.234
0.473



Capitulo IX: Anexos

Tabla Suplementaria S14. Valores de AUC para los mejores predictores seleccionados de la
lista de miRNAs identificados mediante LASSO-Cox.

miRNA AUC
miR-1469 0.910
miR-1469 (age + gender adjusted) 0.880
miR-6124 0.880
miR-6124 (age + gender adjusted) 0.810
Combined miRNAs (miR-1469 + miR- 0.810
6124)

Combined miRNAs (age + gender adjusted) 0.940
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